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RECEPTEURS BETA-2 ET BETA- 3 ADRENERGIQUES CAN INS ET LEURS APPLICATIONS 

La pr£sente invention est relative a des 
5 sequences nucl6otidiques codant pour certains r£cepteurs 
{5-adrenergiques canins, notainmerit les r^cepteurs £2- et 
les r6cepteurs p3~, ainsi qu'& 1 'utilisation de ces 
sequences comme sondes, pour 1' express ion des r^cepteurs 
adr£nergiques canins, pour 6tudier la localisation 

10 tissulaire du recepteur exprim£ (PCR, Northern blot) , 
pour effectuer des mutageneses dirig£es et pour l'6tude 
s true ture-fonct ion des r6cepteurs* 

La pr^sente invention est egalement relative k 
1' utilisation desdits r^cepteurs (J-adr^nergiques canins 

15 pour la preparation d'anticorps specif iques. 

La pr6sente invention est Egalement relative A 
un proc£d£ de criblage diff6rentiel de substances, k 
^tion agoniste ou antagoniste vis-&-vis des rdcepteurs 
p3-adr^nergiques canins et k des trousses ou kits pour la 

20 detection du degr£ d' affinity de di££6rentes substances 
pour lesdits rdcepteurs |l3-adr6nergiques canins. De 
telles substances sont notamraent utilises pour le trai- 
tement s£lectif de l*ob6site des chiens ou d'autres trou- 
bles m6taboliques li6s a l'ob£site ou a toute autre 

25 pathologie faisant intervenir les r6cepteurs f*3 canins, 

II est connu que les catecholamines telles que 
1* adrenaline et la noradrenaline, les agonistes synth£- 
t iques des r6cepteurs P-adrenergiques, qui raiment leurs 
fonctions biologigues et les antagonis tes, qui bloquent 

30 ces fonctions biologiques, exercent leurs effets en se 
liant k des sites de reconnaissance (recepteurs membra- 
naires) specif iques, situes dans les membranes plasmiques 
des cellules. 
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Deux classes principales de recepteurs adre- 
nergiques ont ete definies, les recepteurs adrenergiques 
a et les recepteurs adrenergiques p. 

Dans 1' ensemble de ces deux classes, on dis- 
5 tingue, maintenant, cinq sous- types de' recepteurs aux 
catecholamines (Otl, a2, pi, P2 et p3~RA) . Leurs genes ont 
ete recemment isoles et identifies (S. COTECCHIA et al. , 
1988, Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 85, 7159-7163 ; 
B.K* KOBILKA et al., 1987, Science, 21S, 650-656 ; 
10 T. FRIELLE et al . , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA §>&, 
7920-7924 ; L.J. EMORINE et al., 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA, BAf 6995-6999 ; L.J. EMORINE et al., 1989, 
Science, 1118-1121). L'analyse de ces genes a permis 

de reconnaitre leur appartenance a une famille de r£cep- 
15 teurs mernbranaires integraux prdsentant certaines homolo- 
gies (R.A.F. DIXON et al . , 1988, Annual Reports in Medi- 
cinal Chemistry, 221-233 ; L.J. EMORINE et al . , 1988, 
Proc. NATO Adv. Res. Workshop), notamment au niveau de 1 
regions transmembranaires, qui sont coupiees k des pro- 
20 teines r^gulatrices , appel6es proteines G, susceptibles 
de fixer des molecules de guanosine triphosphate (GTP) . 

Ces recepteurs mernbranaires, lorsqu'ils ont 
fix6 le ligand approprie (agoniste ou antagoniste) , 
subissent un changement de conformation, qui induit 
25 (agoniste) ou bloque (antagoniste) un signal intracellu- 
laire, qui modifie le comportement de la cellule cible. 

Dans le eas oli des agonistes se lient a des 
recepteurs P~adr6nergiques (RA-p) , ils activent une classe 
de proteines G, qui stimule a son tour l'activite de 
30 l'adenylyl cyclase, alors que les antagonistes se lient k 
des RA-p, mais n' activent pas 1 1 adenylyl cyclase . 

Lorsque 1'addnylyl cyclase est activee, elle 
catalyse la production d'un mediateur intracellulaire ou 
second messager, notamment I'AMP cyclique. 



10 



15 



WO 97/35,73 PCT/FR97/0O537 

3 

Les Inventeurs ont participe a la mise en evi- 
dence de nouveaux recepteurs p-adrenergiques chez 
1'homme, denommes RA-HuP3 , chez la souris (Demande Inter- 
nationale WO 92/12246) , denommes RA-Wup3 ' et chez les 
bovins (Demande Internationale WO 94/24162), denommes ra- 
BoP3. caracterises par des proprietes dif ferentes de 
celles des recepteurs pi et p2, notamment en ce qu'ils se 
comportent de facon differente vis-a-vis de substances 
respectivement antagonistes et agonistes des recepteurs 
pl et P2 (Demande Internationale WO 90/08775) . 

Le recepteur RA-HuP3 est plus particuliexement 
constitue par une sequence de 408 amino-acides {VAN 
SPRONSEN A. et al . , Eur. J. Biochem. , 1993, 213, 1117- 
1124) et est considere comme comportant sept regions 
transmembranaires hydrophobes separees par des boucles 
^rdrophiles intra- et extra-cellulaires et le recepteur 
RA-MuP3 est constitue par une sequence de 400 amino- 
acides (VAN SPRONSEN et al . , precite) alors que le recep- 
teur RA-Bop3 est constitue par une sequence de 40.5 amino- 
acides, ces deux dernieres sequences comportant egalement 
sept regions transmembranaires. 

Les travaux anterieurs concernant le RA-HuP3 , 
le RA-Mup3 et le RA-Bop3 ont montre que le recepteur p3- 
adrenergique intervient dans les maladies telles que le 
25 diabete et/ou 1'obesite ; il est pref erentiellement 
exprime dans le tissu adipeux qui joue un rdle important 
dans le metabolisme. 

Un certain nombre de travaux ont mis en evi- 
dence 1' existence in vivo de recepteurs P2 et P3 adrener- 
30 giques canins ; toutefois, il n'avait pas ete possible 
_ jusqu'a present d'isoler ni les sequences codantes, ai 
ces recepteurs p2 et p3 adrenergiques canins, toutes les 
tentatives en ce sens ayant echoue (CHAMPIGNY O. et al . , 
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Proc. Natl. Acad. Sci. • USA, 1991, 88, 10774-10777 ; 
HOLLOWAY B.R. et al . , Int. J. Obes . , 1985, 9, 423-432 ; 
HOLLOWAY B.R. et al., Br. J. Pharmacol JL 991, 104, 97- 
104 ; VALLET P. et al . , J. Pharmacol, and Exp. Therap., 
5 1988, 249(1), 271-277 ; TAOUIS M. et al., .J. Pharmacol, 
and Exp. Therap., 1987, 242(3), 1041-1049 ; ASHWELL M. , 
Int. J. Obes., 1987, 11(4), 357-365 ; LANG IN D. et al . , 
Eur. J. Pharmacol., 1991, 199, 291-301). 

Poursuivant leurs travaux dans cette voie, les 

10 Inventeurs ont cherche & mettre en Evidence un tel r6cep- 
teur adr^nergique |J3 chez les chiens (RA-Cap3) et h le 
distinguer des autres recepteurs p-adrenergiques (RA-P2 , 
notarnment) , afin de mettre au point des agents th^rapeu- 
tiques specif iques au chien. 

15 La pr^sente invention a pour objet des sequen- 

ces nucl6otidiques isol£es, caract6ris6es en ce qu'elles 
corespondent & une sequence d ' ADN codant pour un r^cep- 
teur P-adr6nergique canin select ionn6 dans le groupe 
constitu6 par 1'ADNc codant pour le r^cepteur ($2- 

20 adr^nergique canin, de sequence SEQ ID N0:1 et par I'ADN 
codant pour le r^cepteur P3-adrenergique canin, de 
sequence SEQ ID NO: 24. 

Dans le cadre de la present e invention, les 
recepteurs p3 et P2 adrenergiques canins ont eff ectivement 

25 6t6 isol6s, ce qui donne la possibility soit de mettre au 
point des traitements select if s pour les chiens apres 
definition d'un profil pharmacologique distinct de celui 
d6fini pour les recepteurs P3 humains, murins et bovins , 
soit de disposer de produits specif iques d'un sous-type 

30 de r^cepteur : p3 canin specif ique ou P2 canin specif ique. 

Le fait d' avoir eff ectivement isole a la fois 
^ le r6cepteur P3- et le r^cepteur P2 -adrenergiques canins, 
permet d'utiliser ce dernier en tant que temoin de compa- 
raison pour la mise au point de traitements sp^cifiques 
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cnien. aans !* MlI<Jies concern ^ s p „ le 
p3-adrenerg igue (obesite essentiellement) . 

. ^ Prfeente lnv «°«on a egalercent pour obiet 
das sondes nucieotiai^s, caraceerisees m ce 

1 aide d 6SSUS ° U Un fraBment de 0elle " ci - * 
* lde d — »»« tel *"«n "otope radioactif une 
enzjme appropriee ou un f luorochrome . ' 

.0 defini,. ^ COnaltl0ns "'hybridation des sondes sent 
io aecina.es conune suit : 

Pour les sondes les plus courtes c^h a 

d'hybrxdatxon appropriees sont les suivantes : n< * ltl0ns 

* conditions d ' hybridation des sondes p 3 . 

NaCl «n Sn ^ SSnCe d ' Une solution contenant 600 mM de 
Nad , 60 M de citrate de sodium ; 8 «m de Tris-HCl 
PH 7,5 , 50 mM de phospha te de sodiu* ; ! % de ^J^'. 

Wine loT25 y %T° f lid0ne '* 1 % ^ alb ^ 
» dodl V 1 fo-namide , 0,2 % de S.D.S. (sodium 

dodecylsulfate, f 10 Ug/ml d'ADN de sperxne de , saumon 
pendant 12 a 16 heures a 42 °c. 

Les lavages sont effectues dans une solution 

0.05 % de S.D.S., a 50<>c, pendant 30 minutes a 1 heure. 
M * Conditions d < hybridation des sondes p2 - 

NaCl • 60 J 11 /" 4 " 11 " SOlUti ° n C ° nte — t 600 «« de 

7.5 50 mM de phosphate de sodium ; 1 % de Picoll . ± % 
de PolyvinylpyrroUdone ; 1 % de serum albunine ^ 
10 a 25 % de formate , 0.2 % de S . D . S . , 10 Mg/ml d ^ N 
de sperme de saumon. pendant 12 a 16 heures a 4 2 o C 

Les lavages sont effectues dans une solution 

contenant 15 mM de NaCl • i c « ^ . solution 

o os „ o ^ ' ' "** dB citr »te de sodium ; 

0.05 de S.D.S. , a 45°C, pendant 45 min. 
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Pour les" sondes plus longues, c'est-a-dire 
presentant plus de 10 0 " nucleotides, des conditions 
d' hybridation appropriees sont celles indiguees precedent 
ment pour les sondes plus courtes, mais dans lesguelles 
5 le milieu sus-defini contient 40 a 50 % de formamide au 
lieu de 10 a 25 t. 

Dans les conditions exposees ci~dessus, les 
sondes issues de la SEQ ID N°l ne s'hybrident qu'avec les 
r<§cepteurs RA-Cap2, alors que les sondes issues de la SEQ 
10 ID N° 24 ne s'hybrident qu'avec le recepteur RA-Cap3* 

La pr^sente invention a 6galexrtent pour objet 
des prolines (r6cepteurs p2- et p3-adr6nergiques) , carac- 
teris6es en ce qu'elles sont codees par une sequence 
nucleotidique telle que d^finie ci-dessus et sont selec- 
ts tionn6es dans le giroupe constitu6 par la SEQ ID NO: 2 
(recepteur RA-CaB2) et la SEQ ID NT0:25 (RA-Cap3). 
^ Les r^cepteurs p2 et p3 canins activent 

1'adenylyl cyclase ; toutefois, le couplage entre les 
r^cepteurs et l'ad^nylyl cyclase par 1 ' interm6diaire des 
20 proteines G, est deficient dans des cellules murines CHO- 
Kl (r6f.: ATCC CRL 9618, ATCC Catalogue of Cell lines & 
Hybridomas, 76me Edition, 1992) et CHW, en ce qui con- 
cerne le recepteur p2 canin et CHO-K1, pour le r6cepteur 
P3 canin. Cela implique une perte d' activity des recep- 
25 teurs P2- et p3-adrenergiques canins dans ces cellules, 
bien qu'iis y soient ef fectivement exprim6s • 

L'activite du recepteur p3 canin exprime dans 
les cellules CHO-K1 se distingue de l'activite p3 
d'autres espfeces (tiorome, boeuf), exprime dans les memes 
30 cellules, en ce qu'elle est nulle lorsque le recepteur 
est clone et exprime dans des cellules CHO-K1 , alors 
- qu'elle est forte, quand il est exprime dans les cellules 
de singe COS-1 (ref.: ATCC CRL 1650, ATCC Catalogue of 
Cell lines & Hybridomas, 76me edition, 1992) , 
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20 



25 



30 



35 



Ledit recepteur presente, dans les cellules 
CQS-1. dans lesquelles il " y a a la fois expression et 
couplage corrects. les activites des f recepteurs 03- 
adrenergiques. a savoir, il active l'adenyiyl cyclase en 
5 presence de l'un des agoniste suivants : ■(-) -isoprotere- 
nol, (-) -epinephrine. (-) -norepinephrine, CGP12177A 
CL316,243. ^a//a. 

La presente invention a egalement pour objet 
des fragments desdites proteines d'au moins 6 amino 
» acides, correspondant a un epitope apte A produire des 
antxcorps dans des conditions convenables. telles que 
decrites dans GUILIAUME jl. et al. (E ur. j. Biochem 
1994, 224, 761-770) 

La presente invention a egalement pour objet 
des anticorps diriges specif iquement contre le recepteur 
03-adrenergique canin ou contre I'm de ses epitopes, 
jfsquels antxcorps ne recormaissent que ledit recepteur 
03-adrenergique canin ou 1'un de ses epitopes et ne 
recormaissent ni les recepteurs pi-, n i les recepteurs 02- 
adrenergiques canins. 

La presente invention a egalement pour objet 
un vecteur recombinant de clonage et/ou d'expression 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidi- 
que conforme a 1' invention. 

On entend, au sens de la presente invention, 
par vecteur recombinant, aussi bien un plasmide, un cos- 
mide, qu'un phage. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
vecteur, il est constitue par un vecteur recombinant ap- 
proprie, comprenant en particulier une origine de repli- 
cation dans un micro-organisme h6te convenable, notamrnent 
une bacterie ou une cellule eucaryote, au moins un gene 
dont I' expression permet la selection soit des bacteries 
S01t d6S cellul «s eucaryotes ayant recu ledit vecteur' 
une sequence regulatrice appropriee. notamrnent un promo- 
teur permettant 1- expression des genes dans lesdites bac- 
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teries ou cellules eucaryotes, et dans lequel vecteur est 
ins6r6e une sequence nucieotidique ou un fragment de 
sequence tels que definis ci-dessus, lequel vecteur est 
un vecteur d* expression d'un recepteur ' 02- ou P3- 
5 adrenergique canin. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, ledit vecteur est constitue d'un plasmide 
recombinant d' expression dans lequel est ins6ree, au 
niveau d'un lieur multisite, la sequence codant pour le 

10 recepteur P2- ou le recepteur p3 -adrenergique canin ; un 
plasmide contenant la sequence codant pour le recepteur 
P3 -adrenergique canin a ete denomme pcDNA3/rp3 adrener- 
gique canin ou « Beta 3 canine-ADR » et a ete depose 
aupr&s de la Collection Nationale de Cultures de Micro- 

15 organismes (CNCM) tenue par 1'INSTITUT PASTEUR, en date 
du 9 fevrier 1996 sous le n° 1-1672 ; un plasmide conte- 
sjfeit la sequence codant pour le recepteur P2 -adr6nergique 
canin a 6t6 denomme pcDNA3 /rp2 -adrenergique . 

La presente invention a egalement pour objet 

20 une cellule h6te appropri6e, obtenue par transformation 
genetique, caracterisee en ce quelle est transformee par 
un plasmide recombinant d* expression, conforme a 1 * inven- 
tion. 

Une telle cellule est capable d'exprimer une 
25 proteine, d'origine canine, ayant une activite de recep- 
teur P2» ou [$3 -adrenergique . 

Selon un mode de realisation avantageux, la 
cellule hote est notamment constituee par les cellules 
CHO-K1 (expression stable non couplee a 1' activite ade- 
30 nylyl cyclase) et COS-1 (expression transitoire et cou- 
plage k 1'adenylyl cyclase). 

Un autre des micro-organismes utilises peut 
etre constitue par une bacterie, notamment Escherichia 
coli . 
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De mani^re ' avantageuse, les recepteurs selon 
1 ' invention constituent un outil pour la detection de 
ligands specif iques intervenant dans^ 1 'activation ou 
1' inhibition de ces r6cepteurs et permetfcent d' identifier 
5 et de selectionner des ligands P-adr&^ergiques specifi- 
ques des recepteurs |}3 canins, en coraparant les resultats 
obtenus a l'aide k la fois des sequences codant pour le 
recepteur P2- et des sequences codant pour le recepteur 
P3-adr6nergique canin. 

10 Confonn&nent a 1* invention, le proc£d6 de cri- 

blage diff&rentiel pour l'^tude de 1* affinity en liaison 
de substances et la selection et 1 ' identification de 
substances capables de se comporter comme ligand specif i- 
que vis-a-vis d'un recepteur |$3-adrenergique canin 

15 conforme & 1* invention comprend : 

- la mis e en contact de ladite substance avec 
^fune cellule h6te pr6alablement transforms par un plas- 

mide recombinant d' expression tel que d^fini ci~dessus, 
laquelle cellule h6te exprime ledit recepteur adrdnergi- 

20 que £3 canin, le cas £cheant apr6s induction physique ou 
chimique appropri6e, et permet le couplage adenylyl 
cyclase /recepteur par 1 'interm^diaire des prot6ines G, 
laquelle mise en contact est r6alis£e dans des conditions 
permettant la formation d'une liaison entre le recepteur 

25 et ladite substance s'il y a lieu, 

- la mise en contact de ladite substance avec 
une cellule hdte pr6alablement trans formee par un plas- 
mide recombinant d ' expression du recepteur |l2-adrener- 
gique canin, et 

30 - la detection de la formation eventuelle d'un 

complexe du type ligand- proteine . 

Un tel precede permet de d^finir le profil 
pharmacologique du recepteur soit {$3 canin (lorsque la 
substance etudiee est mise en contact avec le recepteur 
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P3 ) , soit P2 canin (lorsque la substance etudiee est niise 
en contact avec le recepteur 02) . L ' analyse et la compa- 
raison de ces deux prof ils permettent de -mettre en evi- 
dence les ligands specif iques de chacun dies . sous- types. 
5 La pr^sente invention a, en outre, pour objet 

un proc6d6 pour l'6tude de l'efficacit^ d'une substance 
ayant une activite soit agoniste, soit antagoniste, vis- 
a-vis du recepteur 6tudie, lequel proc6d6 comprend : 

- la transformation d'une cellule hdte appro- 
10 pri£e par un plasmide recombinant d' express ion conforme & 

1' invention exprimant le recepteur p3-adr6nergique 
canin ; 

- la culture de la cellule hfite trans form£e, 
dans des conditions permettant 1' expression du recepteur 

15 p3 cod& par la sequence nucl^otidique, et le trans fert du 




icepteur p3 exprime vers la membrane de ladite cellule, 
i sorte que les sequences transmembranaires du recepteur 



P3 soient expos&es a la surface de la cellule hdte trans- 
form£e ; 

20 - la mise en contact de ladite cellule hdte 

trans form£e avec ladite substance ; et 

- la mesure de 1' accumulation du second messa- 
ger AMPc, induite par la liaison de ladite substance sur 
son recepteur et la stimulation de 1'effecteur adenylyl 

25 cyclase par 1 ' intermediaire d'une prot6ine G. 

L' invention a, en outre, pour objet un kit 
pour la detection de 1' affinity de liaison eventuelle 
d'un ligand pour un recepteur conforme a 1' invention 
et/ou pour la detection de 1' activite dudit ligand vis- 

30 a-vis du recepteur 6tudi6, lequel kit comprend : 

- une culture de cellules hStes transf ormees 
par un plasmide recombinant d' expression conforme a 
1' invention ; 

- eventuellement , si necessaire, des moyens 
35 physiques ou chimiques pour induire 1' expression d'un 
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recepteur £3 canin code* par une sequence nucleotidique 
conforme a 1' invention, contenue dans un plasmide recom- 
binant dont le promoteur est indue tible 

- un ou plusieurs ligands tembins ayant des 
5 affinit&s d£termin£es pour ledit recepteur* 03 ; 

l'af finite de ladite substance pour le 
recepteur est mesur£e par competition de la liaison du 
radioligand par des concentrations croissantes de ladite 
substance ; et 

10 - des moyens physiques ou chimiques pour la 

caract&risation de 1 'activity biologique dudit ligand sur 
le recepteur p3 exprim6. 

Outre les dispositions qui precedent, l 1 inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 

15 ront de la description qui va suivre, avec r6f6rence aux 
dessins annexes dans lesquels : 

^ * fin cfi aui concerns Ls recepteu r p?- 

aflr&ierffique canin : 

- la figure 1 represente sch&natiquement la 
20 sequence codant pour le recepteur p3 -adrdnergique canin 

et 1 ' emplacement des amorces humaines pour la mise en 
oeuvre d'une PCR ; 

- les figures 2A et 2B repr^sentent la visua- 
lisation du produit d' amplification, a partir d'ADN geno- 

25 mique d'un fragment de sequence codant pour le recepteur 
P3-adrenergique ; 

les figures 3A et 3B repr^sentent des 
Southern blots de 1'ADN genomique de chien, hybride avec 
une sonde RA-p3 canin ; 

30 - la figure 4 represente une carte de restric- 

tion de 1'ADN genomique canin comportant le gene ($3- 
adrdnergique canin (zone noircie) ; 

- la figure 5 represente un gel d' agarose ob- 
tenu h partir d'ADN genomique canin coupe par EcoRI et 

35 fractionne en tailles differences entre 8 et 4,8 Kb ; 
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- la figure 6 represente un Southern blot du 
gel d' agarose de la figure* 5 et montre que le gene codant 
pour le RA-P3 canin est conteau ma joritairement dans la 
fraction n° 2 ; 

5 - les f igures 7 et 8 repr^sentent les sites de 

restriction uniques contenus dans le fragment de 2649 pb 
contenant la sequence codant pour le RA-^3 canin ; 

- la figure 9 est une comparaison des s6quen~ 
ces en acides amines entre RA-CaP3 et RA-HuP3 ; 

10 - la figure 10 represente une experience 

r6alis6e avec l'un des deux clones stables CHO-K1 selec- 
tionnds, exprimant le recepteur P3 canin ; 

la figure 11 represente une experience 
r^alisee avec l'un des deux clones stables HEK293 s61ec- 
15 tionn6s, exprimant le recepteur P3 -canin ; 

* en ce qui concerns — le — recepteur P2z: 

adrenergique canin : 

- les figures 12 et 13 repr6sentent les sites 
de restriction uniques contenus dans le fragment de 

20 2679 pb, contenant la sequence codant pour le RA-p2 
canin 

- la figure 14 est une comparaison des diff6- 
rents r^cepteurs p2 ; et 

- la figure 15 represente une experience typi- 
25 que realisee avec deux sous-clones exprimant le recepteur 

p2 canin et un clone exprimant le recepteur (}2 humain. 
ECTIfflP l? 1 = Mise en evidence d'un recepteur P3- 
adrenerglque choz le cliien. 

1) Amplification d'un fragment du gene ($3 

30 canin par PCR : 

Des experiences d' amplification par PCR ont 
ete realisees sur ADN genomique canin, en utilisant comme 
amorces deux oligonucleotides, synthetises a partir de la 
sequence p3-adrenergique humaine . Le premier, denomme 
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1269 (SEQ ID NO: 26) correspond au debut de la par tie 
codante du gene canin . Le* second, denomrne 1263 (SEQ ID 
NO: 9) et comprenant egalement 18 nucleosides, correspond 
a une partie codant pour le cinquierne. segment cransmem- 
5 branaire du recepteur, comme illustre a la figure 1, dans 
laquelle la localisation des oligonucleotides (^^et^^) 
utilises comme amorces pour la reaction PGR est represen- 
tee. 

La reaction PCR realisee dans les conditions 

10 telles que definies en 2) ci-apres permet d'obtenir un 
fragment amplifi^ d' environ 643 paires de bases, c'est-a- 
dire du m&ne ordre de grandeur que le fragment humain 
correspondant. Ce fragment est visualise par detection 
d'une fluorescence, resultant de la fixation de bromure 

15 d'^thidium apr&s migration 61ectrophoretique en gel 
d' agarose. La taille du fragment est determinee a l'aide 
de marqueurs de poids mol6culaires connus . Sur la figure 
2 on voit effectivement un fragment a la taille attendue 
correspondant a une partie du gene du recepteur 03- 

20 adrdnergique canin. 

La figure 2A, correspond a la visualisation 
par fluorescence en bromure d'6thidium des fragments 
obtenus aprds amplification sur ADN g6nomique humain (Hu) 
et de chien (Dg) . Les marqueurs de taille (MW) sont des 

25 multiples de 123 pb (BRL) . La figure 2B correspond aux 
resultats de 1' hybridation avec une sonde humaine (S3 spe- 
cif ique. 

Ces resultats montrent une forte homologie 
entre les r6cepteurs (J3-adrenergique canin et humain, du 
30 fait que le fragment amplifie correspond a la region 
airiino- terminale et aux cinq premiers domaines trans- 
membranaires qui sont les parties les mieux conservees 
dans les divers r^cepteurs couples aux proteines liant le 
GTP . 

35 Toutefois, les particularises du couplage 

recepteur-adenylyl cyclase illustrent l'utilite et la 
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necessite de tels r6cepteurs (33-adrenergiques canins pour 
les applications pr6cit6es. 

2) Clonage d'une paxtie du gfene (J 3 adr£ner- 

gi<?ue caxiin par PCR t 

5 Le fragment de 643 pb, observe eh lj est clon6 

par la m£thode dice "RT-PCR" (Reverse Transcriptase - 
Polymerase Chain Reaction) . 

Pour ce faire, les ARN totaux sont extraits de 
tissu adipeux brun de chiots, par la raethode utilisant le 
10 thiocyanate de guanidium, puis on purifie les ARN messa- 
gers poly A+, a l'aide de colonnes oligo(dT) (Pharmacia 
r£f . 27-9258-A) . 

On synth6tise de l'ADNc, k partir de 0,5 pg 
dudit ARNrn poly A+, a l'aide de la transcriptase inverse 
15 du virus de la leuc6mie murine de Moloney (M-MLV Gibco- 
BRL r6f. 510-8025 SA) , puis on amplifie cet ADNc par PCR, 
l'aide des deux amorces huiuaines utilis6es en 1) 
[oligonucleotides 1269 (SEQ ID NO:26) (amorce sens) et 
1263 (SEQ ID NO : 9 ) (amorce anti-sens}]. 
20 Les conditions de mise en oeuvre de la reac- 

tion PCR sont les suivantes : 

On ajoute k I'ADNc neosynthetise, une solution 
nontenant les amorces SEQ ID NO: 26 et SEQ ID NO: 9 a une 
concentration de 0,25 nM chacune, 10 % de dimethyl- 
25 sulfoxide, 2,5 U de Taq polymerase (Cetus R , Perkin 
Elmer), les diff6rents dNTP (dATP, dGTP. dCTP, dTTP) , 
chacun a une concentration de 0,25 mtt ; le tampon de 
reaction utilise est celui preconis^ par Perkin Elmer. 

La PCR est realisee sur un appareil Perkin 
30 Elmer "Gene Amp PCR System 9600", dans les conditions 
suivantes : 

Apres une etape de denaturation initiale (2 
min. a 94°C) , on realise 29 cycles comme suit : 15 sec. a 
94°C ; 30 sec. a 56°C ; 30 sec. a 72°C et en dernier une 
35 fois 3 min. a 72°C. 
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Pour obtehir un rendement important en frag- 
ment amplifi£, apres avoir obtenu le fragment attendu, on 
proc^de & une nouvelle amplification, dans les memes con- 
ditions que ci-dessus, A partir de 1 jll de la solution 
5 obtenue apres dilution d'une petite partie. du produit 
obtenu apr6s la premiere PCR au 1/10 , afin d'enrichir 
l'^chantillon en fragment recherche avant le clonage. 
L' ensemble des fragments obtenus sont traites a la Klenow 
polymerase pour rendre les bouts francs (Maniatis et al. , 
10 Molecular Cloning, 2eme edition, pages 5,40 h 5.43). 

Le fragment de 643 pb a 6t6 pur if id et sous- 
clone dans un vecteur plasmidigue (Bluescript* ; sous- 
clones R2, R5, R10 # Rll) et M13 tg 130 et tg 131 pour la 
sequence. 

15 En se basant sur cette sequence, une amorce 

spdcifique du rdcepteur {i3-adr6nergique canin a 6t6 syn- 

fetisee et se situe en position 464 par rapport au codon 
initiation ATG (RT1, SBQ ID NO: 3) ; elle est employee 
comme amorce sens pour doner un 2 erne fragment du gfene 
20 p3~adr6nergique canin. Comme amorce anti-sens, une amorce 
humaine (TR2, SEQ ID NO: 47) ou, autrement dit * inter - 
esp&ce", a 6t6 choisie car la comparaison des sequences 
p3 -adr&nergiques montre une grande similitude dans cette 
region. 

25 La reaction PCR a 6t6 faite comme suit; : 

A 700 ng d'ADN g6nomique canin, on ajoute les 
amorces RT1 et TR2 a une concentration de 0,25 pM cha- 
cuhe, 10 % dim^thylsulf oxide, 2,5 U de Taq polymerase 
{Promega), 0,25 mM de dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) , le 

30 tampon de reaction utilise est celui fourni par Promega 
complements par 1,5 mM de MgCl 2 . 

Un appareil LEP* Scientific, PREM™ est uti- 
lise pour realiser cette reaction, fcpres une 6 tape de 
denaturation initiale (5 min. a 92°C) , on fait 30 cycles 
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comme suit: 1 min, a "92°C; 1 min. a 62°C; 1 min, 30 sec. 

a 72°C; et en dernier 1 fois 7 min. a 72°C. 

Dans ces conditions, on obtier^t, un fragment de 

577 pb. Avant la ligation dans un vecteur, 1 ce fragment 
5 est traite k la Klenow polymerase et ensuite isole sur 

gel de polyacrylamide a 5%, Ce fragment a £te sous-clon6 

dans le vecteur M 13 tg 130 (clonage a bouts francs dans 

le site EcoRV) dans les deux orientations (Clone 1 = 

sens, Clone 10 et 13 = anti-sens) . Ce fragment correspond 
10 au gene P3-adr6nergique canin allant de la region trans - 

membranaire 4 h la region transxnembranaire 7 . 

Le clonage par PCR permet d'obtenir la partie 

codante du g&ne allant de la methionine en position 1 

jusqu'a la cysteine en position 347. 
15 Ces 1041 nucleotides comprennent la sequence 

codante pour les 7 domaines transmembranaires du r^cep- 

tjpr. 

Example 2 : Xsolmmat; et identification du gene [J3- 
adxeno rgi que canin. 
20 - Etude :mol6culaire du gene RA-(J 3 canin, cons- 

truction d'une banque g^nomique : 

Hybridation d'ADN aenomioue (Southern Blot) ; 
D'abord I'ADN genomique canin a ete coup6 par 
differentes enzymes de restriction, afin de connaitre les 
25 sites de restriction qui encadrent le g6ne RA- P3 canin : 

1) Utilisation d'une seule enzyme : les enzy- 
mes utilisees sont : Xba I, Bam HI, Hind III et Eco RI 
(10 \xg d* ADN/coupure) . 

2) Utilisation de deux enzymes, simultane- 
30 merit : les enzymes u* *is6es sont : Xba I/Hind III ; 

Xba I /Bam HI ; Bam K ind III ; Eco Rl/Xba I ; Eco 
RI/Hind III et Eco RI/b.ua HI. 

L'ADN coupe a ete separe par electrophor&se 
sur gel d* agarose a 0,7% et ensuite denature en presence 
35 de NaOH 0,05 M, NaCl 1,5 M, puis trans fere sur une mem- 
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brane de Nylon (Hybond* N+ Amersham) en presence de NaCl 
3 M ; Na-citrate 0,3 M {^Southern Blot). 

Les sondes RA-P3 canin ont efce preparees par 
PCR en utilisant les conditions d6crites plus haut, et 
5 ensuite radioraarqu^es au ^2p par la m^thode du "random 
priming" utilisant le dCTPa 32 P et le dATP<x 32 P. 

Les membranes ont 4t& mise en presence des 
sondes RA-P3 canin radioniarquees au phosphore 3 2 (- 

hybridation Southern) dans le milieu r^actionnel sui- 
10 vant ; 

600 irtM de NaCl ; 60 mM de Na-citrate ; Tris- 
HCl 8 mM pH 7,5 ; 50 mM de phosphate de sodium ; 1 % de 
Ficoll ; 1 % de polyvinylpyrrolidone ; 1 % de serum albu- 
mine bovine ; 40 % de formamide ; 0,2 % de SDS ; 10 ug/ml 
15 d'ADN de sperme de saumon . 

^ Apres une prehybridation dans ce milieu k 42 °C 

pendant au moins une heure, les sondes radiomarqu6es sont 

ajout6es, a une concentration d' environ 10^ cpm/ml de 
milieu d ' hybridation. 

20 L • hybridation est r6alisee pendant une nuit 

(12-16 h) k 42°C. 

Les membranes ont ete lavees avec une solution 
contenant 3 mM de NaCl ; Na-citrate 0,3 mM ; SDS k 
0,05 %, a 50°C pendant 30 min ou 1 heure pour les frag- 

25 ments obtenus avec les deux enzymes. Apr6s traitement, 
les membranes sont mises en contact avec un film radio- 
graphique (autoradiographie) pendant 3 jours (4 jours 
pour les coupures par deux enzymes) . La revelation de ce 
film fait apparaitre des fragments de taille diff&rente 

30 dans chaque piste correspondant a des enzymes differen- 
tes. Les figures 3A et 3B montrent les resultats obtenus 
a partir de deux Southern Blots, realises dans les condi- 
tions definies ci-dessus. 
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Sur la figure 3A, M = marqueur de tailles, X = 
Xbal (6,4 kb), B = Bam HI ( 8 kb) , H = Hind III (£20 kb) , 
E = Eco RI (6 kb) ; sur la figure 3B, XH Xjsa I-Hind III 
(6,4 kb) , KB = Xba I -Bam HI (4,3 kb) , BH = Bam HI-Hind 
5 III (6,3 kb), EX = Eco Rl-Xba I (3,7 kb),; EH = Eco RI- 
Hind III (4,8 kb) , EB « Eco RI-Bam HI (6 Kb) . 

Ces donn^es ont permis d'^tablir une carte de 
restriction du fragment genomique canin qui contient le 
g6ne RA-(J 3 (figure 4) . Ces experiences montrent que le 

10 gene RA-P3 canin est contenu dans un fragment genomique 
de 3,7 kb encadr6 par les sites de restriction Eco RI et 
Xba J, 

La presence d'une bande unique pour chaque 
coupure indique qu'il n'y a pas, dans le genome canin, 
15 d'autres sequences hautement homologue au gfene 03- 
q^r^nerg i que . 

Les genes RA-($ 3 des diff6rentes especes sont 

composes d'une region promotrice suivie d'une region 
codante d' environ 1,2 kb = exon 1, qui est le plus sou- 
20 vent interrompue par un intron d' environ 1 kb. L'exon 2 
code en g6n6ral pour 6 a 8 acides amines et la sequence 
suivante correspond k la partie 3* non- traduite, ce qui 
permet de cone lure que le g6ne p3 proprement dit est 
contenu dans le fragment genomique EcoRI et Xba I de 3,7 
25 kb, ou alors plus largement encadre par 2 sites EcoRI. 

C'est le fragment d'ADN genomique EcoRI de 
6 kb qui a 6t6 s61ectionn6 et qui est utilise pour cons- 
truire la banque d'ADN genomique. 

- La banque gdnamique a 6te construite dans tin 
30 bacteriophage lambda comma suit : 

1) Digestion d f ADM genomique 

2x 100 ug d ' ADN genomique canin ont ete dige- 
res par EcoRI (New England Biolabs) dans les conditions 
suivantes : 
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1,25 U d* enzyme /pg d'ADN, 10 mM de spermidine, 
tampon de reaction fournie par le fabricant ; incubation 
une nuit k 37 °C. 

Ensuite les fragments issus deS coupures ont 
5 dte deposes sur un gel d'electrophorese d'agarose a 0,7%. 
La migration a 6t6 effectuee a 20 V pendant 24 heures. 

Pour enrichir la banque en fragments EcoRI 
nontenant le g6ne recherche, trois fractions ont ete 
d&coup£es par d6p6t et ceci par rapport au marqueur indi- 
10 quant les tallies de r6f6rence, c'est-4-dire allant de 

1) 8 A 7 Kb, 

2) 7,2 k 6 Kb, 

3) 6,3 a 4,8 Kb 

IJe marqueur de taille utilise est "Lambda DNA 
15 Bst EII digest" (New England Biolabs r6£. 301-4S) . 

Ces six morceaux ont 6t6 trait^s separ&nent 
-gar Spin-X™ (Costar 0,22 pM cellulose acetate J afin d'en 
»ctraire l'ADN. Apr&s precipitation k l*6thanol, les 
culots d'ADN ont et6 solubilises dans 60 \xl de tampon 
20 Tris-HCl 10 rriM pH 7,5, 1 mM EDTA (TE) . 

2 \il de chaque fraction ont ete deposes sur 
gel d'agarose* Le r6sultat est illustr^ a la figure 5, 
dans laquelle A et B correspondent a 2 digestions d'ADN 
genomique par EcoRI et les pistes 1, 2, 3 correspondent 
25 respectivement aux poids moleculaires suivants :1:8a 
7 kb, 2 : 7,2 a 6 kb, 3 : 6,3 k 4,8 kb. 

De plus, une hybridation Southern a ete effec- 
tuee pour connaitre la fraction a liguer qui contient 
ef f ectivement le g£ne RA-03 canin. Pour ce faire, on fait 
30 migrer environ 750 ng de chaque fraction sur gel d'aga- 
rose . 

Apres electrophorese et d6naturation, l'ADN a 
£t6 transf^re sur membrane Nylon (Hybond N+ voir condi- 
tions Southern Blot telles qu'expos^es ci-dessus) . On 
35 utilise les memes sondes de P3 canin, le marquage ayant 
ete fait par "random priming* utilisant uniquement le 
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dCTP cc 32 P. Les conditions d ' hybridation et de lavage sont 
les m&nes que prec6demrnent . 

Apres exposition pendant 2 j.6urg, on obtient 
les resultats il lustres a la figure 6 ;' le gene codant 
5 pur le RA-03 canin est majoritairement contenu dans la 
fraction 2 : 

les deux fractions n°2 venant des deux diges- 
tions (voir figure 6, dans laquelle 1, 2 et 3 ont la m&ne 
signification que pour la figure 5) sont m^langees, afin 
10 de les liguer dans un vecteur bact6riophagique. 

2) Ligation dana mi veot#ur b&cttriophagloue 
et oncapsidation in vitro : 

Comme vecteur, on utilise le bacteriophage 
Lambda XGEM-2 (Promega) , d6j& coup6 par EcoRI et dephos- 
15 phoryl6 pour 6viter qu'il ne se referme sur lui-m&me. 

Le vecteur a et6 ligue avec des quantit6s 
croissantes de fragments EcoRI gdnomiques de la fraction 
2 (voir figure 6) (Insert) : 1 ug V + 50ng I; 1 ug V + 
100 ng I, 1 ug V + 150 ng I; puis 0,75 V + 200 ng I 
20 (V=XGEM-2, I=Insert). 

Ligation A 4°C. 

Apres ligation, les particules des phages ont 
ete encapsid^es k l'aide d'extraits d'encapsidation in 
vitro Promega " Packagene R System" pendant 3 heures a 
25 22°C. 

Apres cette incubation, les particules des 
phages ainsi reconstitutes sont en mesure d'infecter des 
bacteries d'une souche appropri6e. Il s'agit de la souche 

LE 392 (Genotype: F~ , hsdR 574 <r K ~, m K + '' supE44, 
30 supF58, LacYl ou A(lacIZY)6, galK2 , GalT22 , metBl, 
trpR55) . 

Une colonie de ces bacteries a ete mise en 
culture pour obtenir des cellules fraiches a infecter par 
les phages, le but etant de pouvoir 6taler les bacteries 
35 infectees sur des boites de P^tri contenant un milieu 
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nutritif, afin de pouvoir cribler avec une sonde radio- 
marquee. Pour ce faire, on dilue tres fortement les 
phages encapsides avant de les mettre en contact avec les 
cellules bact^riennes afin de pouvoir /les etaler a une 
5 densite voulue, c'est-a-dire de pouvoir determiner les 
titres de la banque (= nombre des phages recombinants ob- 
tenus) . 

Ainsi, on a pu determiner que la banque ainsi 

construite comporte environ 377 000 phages. 
10 3) Criblage de la banque : 

Toute la banque a ete etalee sur differentes 

boltes de P6tri A l'aide des bact^ries hotes LE 392 et 

ensuite des empreintes sur membranes de nylon Hybond N+ 

(Amersham) ont ete prises. 
15 La sonde a ete faite par PCR sur ADN genomique 

canin avec les amorces SEQ XD NO: 26 (1269) et SEQ ID 

NO: 47 (TR2) . 

% Les conditions de PCR ont 6t6 les suivantes : 

amorces a une concentration de 0,25 \xK ; 
20 tampon comprenant dim6thylsulf oxide & 10 %, 2,5 U de Taq 
polymerase ( Pr omega ) , 0,25 mM de dNTP (dATP, dGTP, dCTP, 
dTTP) , le tampon de reaction utilise est celui f ourni par 
Promega, compl&nente avec 1,5 mM de MgCl 2 . 

On utilise un appareil Perkin Elmer "Gene Amp 
25 PCR System 9600 " # . 

Apr&s une etape de denaturation initiale (2 
min. & 94°C) , on fait 30 cycles coirane suit : 15 sec. a 
94°C, 30 sec. a 63,6°C, 60 sec. a 72°C et en dernier 1 
fois 3 min. & 72°C. 
30 Le fragment PCR de 1041 nucleotides { ** ATG " - 

TM7) a 6t<§ isol6 k partir d'un gel d' agarose et ensuite 

purifi6 par Spin - X™ (Costar 0,22 \M cellulose ace- 
tate) . 

Le radiomarquage a ete fait par random 

35 priming, comme precise ci-dessus, en utilisant du 

dCTPa 32 P (Amersham r6f . pb 10205) . 
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Les conditions d* hybridation sont les meraes 
que celles d6crites plus haut (Southern Blot) . 

Les membranes ont et£ lavees avec une solution 
comprenant 3 mM de NaCl, 0,3 mM de Na-citrite, 0,05 % de 
5 SDS, & 45°C pendant 30 min. 

Apr6s une exposition durant 4 jours, 7 signaux 
fortement positifs et 50 signaux faiblement positifs ont 
ete trouves ; seuls les signaux fortement positifs ont 
6t6 pris en compte. 
10 Apres diff&rentes Stapes de purification, 

c'est le clone A.20,1 qui a 4t6 s6lectionn£ pour des ana- 
lyses plus pouss^es. 

4) Analyse du clone X20,l : 

L'ADN du phage A,20,l a ete pr6par6 et ensuite 
15 coup6 par EcoRI (= site d' insertion) et par EcoRI-Xbal (~ 
sites uniques sur le vecteur) . 

Les tailles trouv6es sont les suivantes : 
EcoRI 6 Kb/EcoRI-Xbal 3,7 Kb et >2,3 Kb. 

Ces r6sultats sont en accord avec les tailles 
20 trouvees par Southern Blot sur ADN genomique canin (voir 
carte de restriction plus haut) . 

5) Sous-clonage dans un vecteur M13 pour le 

s6quen<?age : 

Le fragment EcoRI du clone A.20,1 a 6te sous- 
25 clone dans le vecteur M13 tgl31 ; les sous-clones 20,1,9 
et 20,1,4 sont des clones « anti-sens » dans ce vecteur 
et ceci par rapport a 1 1 emplacement du primer universel 
M13. L ' insert du clone 20,1,4 aussi appele 4 AS a ete 
sequence [voir plus loin 6)]. 
30 Pour avoir 1 1 orientation opposee, un sous- 

clonage a egalement ete realise & partir du clone 20,1,4 
(4AS) . Sachant que la partie interessante de 1' insert 
EcoRI provenant de 1 r ADN genomique se situe plus precise- 
ment entre les sites EcoRI et Xbal sur un fragment de 
35 3 , 7 Kb, ce fragment a ete sous-clone dans un vecteur M13 
tg 130 dans ces m£mes sites. Plusieurs sous-clones ont 
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ete obtenus : EX 3, EX 4', Ex 5, Ex 6. Le clone EX 4 aussi 
appele 4S a ete selectionne pour une analyse de sequence. 

Le gene a ete sequence sur l^s 2 brins (Sous- 
clones 4S et 4AS) a I'aide d' amorces specif iquement syn- 
5 thetisees. , 

Les amorces utilisees sur le brin anti-sens 
( 4 AS) sont, dans 1'ordre sequentiel, les suivantes : 
primer universel M13 (-40) : SEQ ID NO: 5 (TR 12), SEQ id 
N0:6 (TR 15) , SEQ ID WO: 7 (TR 24), SEQ ID NO : 4 (TR 22), 
10 SEQ ID NO:8 (TR 21), SEQ ID NO:13 (TR25) , SEQ ID NO;9 
(1263), SEQ ID N0:10 (TR 7), SEQ ID N0:11 (TR 8), SEQ ID 
NO:12 (TR 10) . 

Les amorces utilis6es sur le brin sens (4S) , 
dans 1'ordre sequentiel, sont les suivantes : SEQ ID 
15 NO:14 (SG 2), SEQ ID NO:15 (RT 3), SEQ ID NO:3 (RT 1) # 
SEQ ID NO:16 (RT 5), SEQ ID NO:17 (RT 6), SEQ ID NO:18 
JRT 9), SEQ ID N0:20 (RT 17), SEQ ID NO:22 (RT 16), SEQ 
"€d NO: 19 (RT 26), SEQ ID NO: 21 (RT 27) et SEQ ID NO: 23 
(RT28) . 

20 6) Resulfcats de sequence : 

L* insert EcoRI-Xbal n'a pas 6te sequence en 
totality mais juste la partie correspondant aux sequences 
suivantes : la sequence en 5* =112 nucleotides avant le 
codon d* initiation "ATG M , la phase ouverte de lecture 
25 (exons 1 et 2), l'intron, ainsi que la sequence en 3 f 
allant jusqu'au site EcoRI (=en tout 2649 pb) • 

Les resultats obtenus, montrent la sequence 
nucleotidique du gene £3 -adrenergique canin compos6e 
d'une region codant pour la proteine (1196 pb dans 1 ' exon 
30 1 plus 22 pb dans 1'exon 2), et des regions non codantes 
(112 pb en 5 1 et 616 pb en 3')r ainsi que l'intron de 703 
pb qui s6pare les 2 exons . 

Les sites de restriction uniques contenus dans 
le fragment de 2649 pb sont positionn^s sur les figures 7 
35 et 8. 
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La compafaison des regions codantes des genes 
P3-adrenergique canin et hurnain indique une forte hornolo- 
gie (82%) (figure 9) ; toutefois, .Tes differences 
observes, tant structurelles que pharmacologiques , 
5 xnettent en valeur 1 ' importance de 1 ' isoleinent du r£cep- 
teur p3-adr6nergique canin* 

La sequence p3-adrenergique canine code pour 
une proteine de 405 acides amines et porte les caracte- 
ristiques structurales des recepteurs {J3-adrenergiques, 
10 notarament les sept regions hydrophobes qui correspondent 
probablement k des segments transmembranaires . Dans la 
partie extracellulaire (el) on trouve deux sites de gly- 
cosylation (NGS et NTS) comrnuns aux autres recepteurs p3- 
adr£nergiques . 

15 Ainsi l'exon 1 code pour la majority de la 

tase ouverte allant du codon d' initiation "ATG N en ppsi- 
on 1, & la sequence GAC GG/ en position 1196 ; la 
sequence intronique comporte 703 pb„ 

L'6pissage se fait corame suit : 

20 pos.1189* CTC GAC GG/g_t g g g t 
Leu Asp Gly 
ttttt c a g/G GCT TCC TGG GGA ATC TCT TAG 

Ala Ser Trp Gly lie Ser (Stop) 
par rapport au codon d' initiation « ATG » 



25 



L'exon 2 code pour les 6 acides amines ci- 



dessus . 



Les signaux d'epissage sont soulign^s / 

at a£t/ (voir aussi Maniatis vol. 3 page 16,7 et 

30 van Spronsen, Eur. J. Biocheitu 213, 1117 - 1124 (1993)). 

7) Sous-clonage dans un vectour pour expres- 
sion dans des cellules eucaryofces t 

Le vecteur pcDNA 3 (Invitrogene) peut trans- 
former les cellules eucaryotes en culture de raaniere 
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stable et transitoire et exprimer les genes clones, sous 
d6pendance du promoteur CMV (Cytomegalovirus) . 

La sequence (53-adrenergique canine montre un 
site BspE I & 54 bases avant le codon ATG. Le sous-clo- 
5 nage a 6t6 fait en prenant les sites BspE I en 5* et 
EcoRl en 3' du gfene . 

Le fragment de 2590 pb a 6te ligu4 dans le 
vecteur pcDNA 3 comme suit : 

D - En pratique, I'ADn du clone 4s a 

1° coupS p»r BgpE I (New England Biolabs) . Le pm^pni ft 

comprend ensuitq ; 

- extraction phenol /chl or of onne pour inactiver 

1' enzyme, 

traiternent 4 la Klenow polymerase (New 
15 England Biolabs) d'apres Maniatis, 

- extraction ph6nol/chlorofonne pour inactiver 

^enzyme , 

- coupure par EcoRI (New England Biolabs) et 
inactivation de l'enzyme 15 min. k 65°C et 

20 - d6p6t de la totality sur gel d* agarose et 

purification du fragment de 2,5 kb par Spin-X, 

2) - Ligation de ce fragment dans le vecteur 

qui a 6te prepare comme suit; 

Coupure par Bam HI (New England Biolabs) ; 

25 inactivation de l'enzyme 15 min. h 65°C ; traiternent a la 
Klenow polymerase (New England Biolabs) d'apres 
Maniatis ; extraction phenol / chl oro forme pour inactiver 
l'enzyme et coupure par EcoRI (New England Biolabs) ; 
inactivation de 1 * enzyme 15 min. a 65°C. 

30 On obtient ainsi plusieurs sous-clones, le 

n° 8 a ete sequence pour verifier le codon d' initiation 
" ATG " afin d'etre sQr qu'il n'y a pas d' erapSchement de la 
traduction du rtvessager en proteine apres transformation 
dans les cellules . 
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Exemn^fi 3 : Proprieties pharmacologiques du produit 
d 1 expression du gene {$3 canin. 

A. MATER TEL 5 ET METHODBS 

5 a) Transfection stable de cellules CH0-K1 s 

Le plasmide pcDNA3 contenant le gfene du r^cep- 
teur ($3 adr6nergique canin a 4t£ trans fee te dans des 
cellules CHO-K1 par une methode de transfection a la 
lipofectine (Gibco) ; les cellules transf ectees sont s6- 
10 lectionndes avec de la g6n<§ticine (G418) . 

Methode de transaction 

Les cellules CHO-K1 sont cultiv^es a 
confluence dans un milieu de culture contenant: 50 % de 
milieu DMEM, 50 % de milieu Ham's F12, 10 % de serum de 
15 veau foetal inactive k la chaleur et de la glutamine 
2 mM. 

" M 1 pg d'ADN du plasmide pcDNA3 p3 canin est 

nullangd a 5 \il de lipofectine (GIBCO) et 1 ml du milieu 
de culture decrit, sans s6rum. Ce melange est ajout£ aux 

20 cellules en culture, qui sont incub6es 5 heures k 37 °C. 
Le milieu est remplace alors par le milieu de culture 
precit6 contenant du serum et les cellules sont a nouveau 
incubees 48 heures. 

Les cellules sont alors diluees et reparties 

25 dans des plaques de 96 puits et incubees en pression de 
selection c'est-&-dire dans le milieu de culture pr6cite 
contenant de la g6neticine (G418 GIBCO) 400 ug/ml pendant 
environ 20 jours, le milieu etant change tous les deux 
jours. 

30 Les clones obtenus sont ensuite sous-clones et 

les sous-clones obtenus sont cribles pour leur capacite a 
lier de fagon spdeifique 1 ' [ 125 I] -cyanopindolol (ICYP) 
- ainsi que leur capacite k stimuler 1 ' adenylyl cyclase. 
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b) Trans feet ion transitoire de cellules COS-1: 

Methode de transfection 

Les cellules COS-1 sont cult4Y® es ^ confluence 
dans un milieu de culture contenant: 90% dte milieu DMEM, 
5 10% de s6rum de veau foetal inactive a la^ chaleur, de la 
glutamine 2 mM et de l'HEPES 10 mM- 48 heures avant la 
transfection les cellules sont lavees, decollees avec de 

la trypsine et ensemenc^es a 1,7.10^ cellules/cm 2 en 
plaques de 6 puits. 

10 Le jour de la transfection, les cellules COS-1 

sont lav6es 2 fois en tampon PBS, chague puits est incub6 
avec 1 ml de milieu DMEM de transfection contenant 1 \xg 
de pcDNA3/rp3 (miniprep) et 20 pi de DEAE-Dextran 
(10 mg/ml) prealablement rn61ang6s et 8 yl de chloroquine 

15 10 mM, pendant 4 a 6 heures a 37°C. Le milieu de trans- 
fection est aspir£ et les cellules sont incub£es avec 
^ % de DMSO dans le milieu DMEM pendant exact ement 90 
secondes . Les cellules sont ensuite lavees avec du PBS et 
3 ml de milieu DMEM contenant 10 % de serum sont ajout^s 

20 dans tous les puits. La preparation membranaire pour les 
essais de liaison et 1 'accumulation d'AMPc sur cellules 
entieres sont realises 48 a 72 heures apr^s la transfec- 
tion. 

c) Transfection stable de cellules HKK293 : 

25 Le plasmide pcDNA3/r($3 adrenergique canin a 

6te transfect6 dans des cellules HEK293 par une methode 
de transfection a la lipofectine (Gibco) conime deer it en 
a) ; les cellules transfect6es sont selectionnees avec de 
la g6n6ticine (G418) 500 ^g/ml. 

30 On utilise la mSme technique que celle decrite 

pour les cellules CHO-K1, a 1' exception de differences 
mineures concernant la dur6e de deuxi&me incubation des 
— cellules, apres ajout du melange plasmide et lipofectine 
(incubation de 24 heures) et la concentration en g6neti- 

35 cine. 
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II » Preparation de menbranes de c ellules g og-i 
t^^ipf ^efclop 

L'activite de I'adenylyl cyclase et les essais 
de liaison sont realises sur des preparations membra- 
5 naires de cellules COS-1 transfect6es de ; fagori transi- 
toire comme expliqu6 ci-dessus. 

Le milieu de culture des cellules est enleve, 
les cellules sont lavees avec du PBS et incubees avec 
1 ml/puits dans un tampon de lyse (choc hypotonique) 
10 contenant Tris/HCl 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM et les inhibi- 
teurs de proteases PMSF (0,5 mM) et leupeptine (5 ng/ml) 
pendant 10 minutes a 4°C, puis homogeneisees, transferees 
dans des tubes pour centrifugation et incubees de nouveau 
15 minutes k 4°C. Les cellules sont ensuite centrifug^es 
15 60 minutes, k 4°C, 20 000 rpm (50 000 g) rotor JA20. Les 
culots membranaires sont repris dans le tampon de 
s^t>ckage (Tris/HCl 25 mM pH 7,4, 1 mM d'EDTA, 10 % de 
glycerol et les inbibiteurs de proteases) et stock6s k 
-80°C. 

20 III. Meaura de la production d'AMPc 

* dans les cellules CH0-K1 

Les cellules preconf luentes {0,5 x 10 6 cellu- 
les/puits) sont lav6es avec du milieu Ham's F12 pH 7,4 
contenant de la 3 -isobutyl -methyl) xanthine (IBMX, Sigma) 
25 1 mM et de I'HEPES 20 mM. Les cellules sont incubees 25 
min. a 37°C dans 1 ml de milieu, en 1 'absence (niveau 
basal) ou en presence de 100 pM d' (-) -isoproterenol 
(ef fet maximum) , ou de 100 pM de forskoline (stimulation 
directe de l'ad6nylyl cyclase), ou 10 pM ligand. L'ac- 
30 tivite antagoniste est testee, en pr6-incubant les cellu- 
les avec 10 pM de ligand 10 min. avant I'ajout de 1' (-)- 
isoproterenol a une concentration sous-maximale de 

10~ 8 M. La r6action est arretee par un lavage avec 1 ml 
de PBS (Phosphate Buffered Saline) et !• addition de 
35 500 pi de soude 1 N. Apres 20 min. a 37°C. Les cellules 
decollees et lysees sont reprises, ajout^es a de l'acide 
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acetique 1 N ( pH 7,4 et c'entrif ugees a 3 000 x g, 4°C, 10 
minutes. Le taux d'AMPc total contenu dans 50 \xl de sur- 
nageant est determine en utilisant le £ kit de dosage 
Amersham (Kit 3H-CAMP Amersham ref. TRK 432) . Les exp6- 
5 riences ont toutes dte realis6es 2 ou 3 fois en dupli- 
cats* 

* dans les cellules KEK293 : 

On utilise la m£me technique que celle decrite 
pour les cellules CHO-K1, ci-dessus, sauf que la reaction 

10 est arrfitee par centrif ugation (3 000 x g, 10 min, 4°C) 
du milieu d' incubation contenant les cellules et non par 
lavage ; le surnageant contenant le ligand est elimine et 
500 |Xl de soude sont ajout^s sur le culot cellulaire. 
Aprfes 20 minutes k 37°C, les cellules lysees sont 

15 ajout6es a de l'acide acetique 1 N, pH 7,4 et 
centrifug^es a 3 000 x g, 4°C, 10 minutes. 
^ IV. Mosure de la liaison 

a) Hdthode de liaison sur les clones stables 
CHO-K1 p3 canin 

20 Les Etudes de liaison sur les cellules CHO-K1 

P3 canin ont £te men6es suivant le protocole deer it dans 
Tate et al., Eur. J. Biochem., 1991, 196, 357-361. 

b) Liaison sur preparation nembranaire 

Les mesures de liaison ont 6t6 menses sur des 
25 preparations membranaires realisees a partir des cellules 
COS-1 transfectdes pendant 72 heures . 

Les aliquots membranaires, 10-15 Jig de protei- 
nes par point, sont incubus dans un tampon contenant une 
solution saline Hank's (ref.: 010328 catalogue Eurobio) , 
30 de l'HEPES 20 mM et 0,1 % de BSA (bovine serum albumin), 
avec 1 nM d'ICYP (2 000 Ci/mmol) en presence ou en 
1' absence de concentrations croissantes de competiteur (1 
- pM-100 \m) ; 1' inhibition de 1'ICYP par le ( - ) -bupranonol 
10 4 m permet d'estimer la liaison non specif ique. 
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Les courbes de saturation ont et6 realisees en 
presence de concentrations croissant es d'ICYP (1 pM a 
4 nM) en presence de ( -) -bupranolol 10"\*M (liaison non 
specif ique) . 

5 Les tubes sont incub6s 30 minutes k 37°C sous 

agitation. L'arrSt de la reaction se fait par filtration 
des aliquots sur filtre en fibres de verre satur£ pr^ala- 
blement avec 0,3 % de poly6thyl6neimine, suivi par 3 
1 avages avec 3 ml de tampon PBS { phospha t e bu ffered 
10 saline) glace. La radioactivity retenue sur le filtre est 
mesur£e dans un compteur gamma (CompuGamma LKB 1282) . 

B. MSOLTXTS 

Expression stable du recepteur 03 canin dans 

les cellules CHO-K1. 

15 * Selection des clones stables exprimant le 

r6cepteur &3 canin : 

" M Le plasmide pcDNA3/r($3 adr&aergique canin a 

6t6 trans fee te dams des cellules CH0-K1 contrae d&crit k 
l'exemple 3. Apr&s 3 semaines, 30 clones resistants a la 

20 g6n6ticine ont 6te s61ectionn6s . 

Ces clones ont 6t6 testes pour leur capacity k 
lier le radioligand ICYP suivant le protocole ddcrit k 
l'exemple 3. Ce test permet d'evaluer le niveau 
d' expression des r^cepteurs a la membrane des cellules. 

25 Sept clones ont et6 ainsi s61ectionn6s pour leur bon 
niveau d' expression des recepteurs a la membrane plas- 
mique (le rapport de la liaison specif ique sur la liaison 
non sp6cifique 6tait au moins superieur a 5) . 

* ftesure de 1 ' accuirfl alfltriori d'AMPc : 

30 Deux clones ont ete choisis pour la poursuite 

des etudes de f onctionnalit6 par la mesure de 1' activity 
de 1'adenylyl cyclase. La figure 10 pr^sente une expe- 
rience typique r6alis6e avec l'un des deux clones stables 
exprimant le recepteur (J3 canin (CH0-K1 (53 canin) . 
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L' accumulation d'AMPc a ete mesuree simultane- 
ment sur ce clone et sur uii clone stable CH0-K1 exprimant 
le recepteur P3 humain comme contrdle pcfsitif (CH0-K1 ($3 
humain) . 

5 L' (-) -isoproterenol a et6 utilise a la concen- 

tration de 10"* M (iso-4) et deux ligands specif iques du 
recepteur p3-adrenergique humain, le CGP12177A et le 
CIi316,243 k la concentration de 10" 4 M. Cette experience a 
ete realisee au moins deux fois en duplicats avec deux 

10 differents clones. 

Les resultats (figure 10) montrent que dans ce 
type cellulaire, & savoir les cellules CHO-K1, lorsgue le 
recepteur f$3 canin est exprime h la membrane des cellu- 
les, il est peu ou pas couple a 1'effecteur adenylyl 

15 cyclase. 

Expression transitoire et activite du ricep- 
&ur p3 canin dans les cellules COS-1 . 

* Mesure de 1 'accumulation d'AMPc dans les 
cellules COS-1 exprimant le recepteur P3 canin. 

20 Les courbes dose-rdponse ont permis de deter- 

miner les valeurs des constantes d' activation (K^) et les 
activites intrinsfeques (IA t prenant comme reference 
1'activite maximale de 1' (-) -isoproterenol 10"* M) , pour 
chaque ligand teste : {-) -norepinephrine, (-)- 

25 epinephrine, (-) -isoproterenol, CGP 12177A et CL 316,243. 



Ligands 


K, pr (nM) 


IA 


(-) -isoproterenol 

( - > -epinephrine 

(■-) -norepinephrine 

CGP 12177A 

CL 316,243 

(-) -bupranolol 


83±16 
1 5601940 
238±210 
38±18 
13±4 
antagoniste 


1 . 1±0 , 1 

0,71±0,09 
0, 70±0, 30 

0, 55±0,11 
0,71±0,14 



L'ordre de potentialite des catecholamines 
physiologiques : la (-) -norepinephrine, l'(-)-epine~ 
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phrine, et synthetique : 1 '(-) -isoproterenol , defini pour 
le recepteur p3 canin est similaire a celui deja deer it 
pour les recepteurs P3 humain, de rongeurs e$ bovin (BLIN 
N . et aL, Br- J. Pharmacol., 1994, * 112, . 911-919 ; 
5 PIETRI-ROUXEL F. et al . , Eur. J. Biochem,, 1995, 230, 
350-358) . Les agonistes specif iques du sous-type p3 adre- 
nergique comme le CGP 12177A et le CL* 316, 243 sont 6gale- 
roent decrits ici comme 6tant des agonistes du recepteur 
RA-P3 canin. Le bupranolol possece une activity antago- 

10 niste sur le recepteur p3 canin, comme prec6demment 
d^crit pour les recepteurs P3 huniains et inurins, alors 
qu'il est agoniste partiel sur le recepteur p3 bovin. 

* Mesure de la liaison sur preparations 
membranaires de cellules COS-1 exprimant le recepteur p3 

15 canin : 

* Les courbes de saturation ont permis de deter- 

miner la valeur de la constante de dissociation du radio- 
ligand ICYP pour le recepteur p3 canin, K D de 4,75+3,13 
nM, 

20 Les courbes de competition ont ete realisees 

sur les m&mes preparations membranaires avec les 
ligands : (-) -norepinephrine, {-} -epinephrine, {-> -iso- 
proterenol, CGP 12177A et CL 316,243, pour lesquels les 
constantes d' inhibition (Ki> ont ete determines . 

25 



Ligands 


Ki (nM) 


( -) -isoproterenol 

( - ) -epinephrine 

( -) -norepinephrine 

CGP 12177A 

CL 316,243 

bupranolol 


10 700±4 100 
133 000±121 000 
60 000+.800 
2791137 
640±320 
242+45 


ICYP 


K„ = 4,75±3,13 nM 



L'ordre d'af finite des catecholamines {-)- 
norepinephrine, (- ) -epinephrine et ( - ) -isoproterenol 
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correspond au profil decrit pour les recepteurs 03 adre- 
nergiques humain, bovin et de rongeurs . 

* Expression stable du r^ceptfeur 03 canin dans 
les cellules HEK293 . 

5 . Selection des clones stables e^ primanf. / 

*r£cepteur P3 canin : 

Ces clones ont ete testes pour leur capacite a 
lier le radioligand ICYP suivant le protocole decrit en 
IV a) (m^thode de liaison sur les clones stables...) . 

10 Ce test permet d'&valuer le niveau 

d' expression des recepteurs, a la membrane des cellules. 
Deux clones ont <§t6 ainsi s^lectionnes pour leur bonne 
expression a la membrane plasniique (le rapport de la 
liaison totale sur la liaison non sp^cifique etait au 

15 mo ins super ieur i 8). 

* Megure <fe 1'accimulatiQn fl'AMPc : 

% Ces deux clones ont choisis pour la 

poursuite des 6tudes de fonctionnalite par la mesure de 
1' activity de l'adenylyl cyclase. 

20 La figure 11 present e une experience typique 

r6alisee avec 1'un des deux clones stables exprimant le 
r^cepteur p3 canin. L ' accumulation d'AMPc a 6te mesur6e 
simultan6ment sur ce clone et sur un clone stable HEK293 
exprimant le r^cepteur (J3 humain comme controle positif. 

25 Les catecholamies physiologiques, la nor£pin6phrine (NE) 
et l'6pinephrine (EPI) , un agoniste non specifique !'(-)- 
isoproterenol (ISO) et deux ligands sp6cifiques du r^cep- 
teur p3 adrenergique humain le carazolol (cara) et le 
CL316,243 ont 6te utilises. Tous les ligands ont 6t6 uti- 

30 lises a la concentration de 10" 4 M. Cette experience a et6 
r£alis6e au moins deux fois en duplicats avec deux clones 
differents. Les resultats montrent que dans ce type 
cellulaire, & savoir les cellules HEK293, lorsque le 
r^cepteur p3 canin est exprime ci la membrane des cellu- 

35 les, il est couple & l'effecteur adenylyl cyclase. 
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Example 4 : Inclement et identification du gene [$2- 
adr energi que c anin . 

1) Preparation d'ARN : 

Le g6ne 02-adrenergique canin a ete isole a 
5 partir d'une banque d* ADNc de tissu adxpeux brun de 
chiots nouveaux-nes f construite dans le bacteriophage \ 
gt 11. 

Pour ce faire, les ARN totaux ont 6te obterxus 
a partir de tissu adipeux brun de chiots par la methode 
10 utilisant le thiocyanate de guanidium. Ensuite, les ARN 
messagers poly A+ ont 6t6 purifies a l'aide de colonnes 
oligo(dT) (Pharmacia r6f. 27-9258-A) . 

2) Synthase d 1 ADNc : 

L'etape suivante a consist^ a synth6tiser 
15 l'ADNc en prenant comme matrice les ARN messagers poly A+ 
purifies, et comme amorce pour la synthese du premier 
»in un primer oligo(dT) 15 provenant du kit "RiboClone 
cdna synthesis system' (Promega r6f. C2100) . La synthase 
du premier brin d 1 ADNc se fait a l'aide d'une enzyme 
20 (I'AMV reverse transcriptase), suivie par la synthase du 
deuxierae brin 4 l'aide de deux enzymes agissant en m§me 
temps (F. coli polymerase I et RNase H) . Ensuite I'ADNc 
double brin est traite par la T4 DMA polymerase, afin 
d'obtenir des bouts francs. Le kit Promega C2100 a ete 
25 utilise pour toutes ces reactions successives. 

Une fois 1 1 ADNc synthetase, des adaptateurs 
comportant des sites EcoRI ont ete ajoutes, afin de pou- 
voir l'inserer dans le bacteriophage X gt 11. Pour ce 
faire, le kit "EcoRI Adaptor Ligation System I H (Promega 
30 ref. C1900) a ete utilise. D'abord l'ADNc a ete centri- 
fuge a travers une matrice Sephacryl* S-400 (kit) , pour 
enlever les molecules de petite taille, ensuite les adap- 
tateurs ont ete ajoutes aux molecules d • ADNc par ligation 
(T4 DNA Ligase du kit) durant la nuit et une nouvelle 
35 centrifugation <k travers une colonne Sephacryl S-40O a 
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permis d'eliminer les adaptateurs non fixes. Avant de 
pouvoir inserer l'ADNc ainsi traite dans le vecteur X gt 
11/ il faut phosphoryler ses adaptatejars A l'aide de 
1* enzyme T4 polynucleotide kinase, contenue' dans le kit. 

3) Selection de molecules d'ADNc de gxande 

taille z 

Avant de liguer les molecules d'ADNc dans le 
vecteur X gt 11, on s6lectionne les fractions comprises 
entre 1,3 et 2,3 kilobases (kb) . Cette 6tape selective 
est consid6r6e comme un erxrichissement, mais ce n'est pas 
rdellement une purification, autrement dit les molecules 
d'ADNc de tallies avoisinantes ne sont pas totalement 
exclues. 

Pour ce faire, I'ADNc est d6pos6 sur un gra- 
dient d* acetate de potassium (5 k 20%) et ensuite centri- 
fuge k 50 000 rpm (correspond II 170 000-304 000 g dans ce 
jptor) pendant trois heures a 22 °C dans un rotor SW 55 
iBeckman) . Ensuite, 27 fractions d'ADNc ont et<§ prele- 
v£es. Apres depdt d'une petite quantite de chaque frac- 
20 tion sur un gel 0,8% agarose, nous avons s6lectionn6 4 
fractions correspondant aux tailles voulues. Ces frac- 
tions ont 6t£ m^langees et ensuite ligu6es avec le vec- 
teur A, gt 11. 

4) insertion (ligation) dans le bacteriophage 

25 X gt 11 ; 

Le bacteriophage k gt 11, utilise comme vec- 
teur, provient du kit • Pro toe lone Lambda gt 11 System" 
(Promega ref. T 301/0-2). L'ADN du phage est dig6re par 
EcoRl et d^phosphoryle . La dephosphorylation emp§che le 

30 vecteur de se refermer sur lui-m§me. 

Plusieurs ligations ont ete faites avec des 
petites quantites variables d'ADNc, chacune liguee avec 

- 0,5 \xg d ' ADN de vecteur. Les ligations ont ete faites 
pendant trois heures a temperature ambiante, en prenant 

35 la T4 DNA Ligase du kit Promega C190 0 (voir plus haut) . 
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Tout de suite- apres, on procede a 1 ' encapsida- 
tion in vitro a 1 1 aide des extraits "Packagene" fournis 
par le kit Promega T301/0-2 (voir plus haut) . Apres une 
incubation a 22°C durant deux heures et demise, les parti- 
5 cules des phages ainsi reconstitutes sont en mesure d'in- 
fecter des bacteries d'une souche appropriee.. II s'agit 
de la souche Y 1090(r-) (Genotype: A(LacU169) , proA+, 
A(lon); araD139, strA, SupF, (trpC22;TnlO (tet r ), (pMC9), 
hsdR(rK~, b^*) • Une colonie de ces bacteries a ete mise 

10 en culture pour obtenir des cellules fraiches a infecter 
par les phages* le but 6tant de pouvoir Staler les bacte- 
ries infect6es sur des boites de Petri contenant un 
milieu nutritif, afin de pouvoir cribler avec une sonde 
radiomarqu^e . Pour ce faire, on dilue tres fortement les 

15 phages encapsid£s, avant de les mettre en contact avec 
les cellules bact6riennes, afin de pouvoir les Staler k 
UKe density voulue, c • est-it-dire de pouvoir determiner le 
titre de la banque (=nombre des phages recombinants obte- 
nus) * 

20 Parallelement, le vecteur seul a aussi* 6te 

ligue et encapside afin de pouvoir connaitre le bruit de 
fond de ce lot de X gt 11. 

Cbaque dilution de phages a 6t6 incubee avec 
des cellules Y1090 (r-) a 37°C durant 3 0 minutes, et 

25 ensuite, ces bacteries infect6es ont ete etal6es sur un 
milieu nutritif (LB agar) contenu dans des boites de 
Petri. Les boites sont incubees une nuit a 37 °C, et le 
lendemain on observe des plages de lyse, chaque plage 
correspond & un phage recombinant. En comptant le nombre 

30 de plages de lyse et en multipliant avec le facteur de 
dilution donne, on peut ainsi determiner le titre de la 
banque, qui est d* environ 340 000 phages recombinants, 
_ (Le bruit de fond du vecteur seul sans insert est de 
20 %) , 
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5) Criblage dos phages recombinants : 

En se basant sur ces chiffres, environ 200 000 
phages ont ete etales sur boites de .getri (milieu lb 
agar) afin de pouvoir cribler avec une ; sonde radio- 
marquee, cette fois, cest la souche bac.terienne LE 392 
(Genotype: F\ hdsR 574 (r K ~. m K + ) su P E44, supF58, lacYl 

ou A(lacIZY)6, galK2, galT22, metBl, trpRSS) , qui a 6t6 
utilisee. 

Comme sonde radiomarquee. un fragment d' envi- 
ron 600 paires de bases (pb) du gene 03-adrenergique 
humain (L.J. Eraorine et al., 1989. Science, 245.. 1118- 
1121) a ete utilise. La sonde comprend la region codante 
allant du codon d'initiation (ATG) jusqu'au domaine 
transmembranaire 5 (TM 5) . 

Le radiomarquage de ce fragment a ete fait par 
Random Priming (Kit Boehringer ref. 1004 760), en incor- 
ftrant 50 uCi de dATP(a 32 P) et de 50 uCi de dCTP(a 32 p) 
(Amersham ref. PB 10204 et ref. PB 10205 respectivement) . 

D'abord, des empreintes d'ADN des plages de 
lyse sur des membranes Hybond N+ (Amersham ref. rpn 132B) 
ont ete prises. Ces membranes ont ensuite ete hybridees 
avec la sonde en question, puis lavees et exposees pen- 
dant une nuit sur film d' autoradiographic. 

24 signaux d' hybridation ont ete observes, 
dont 23 se sont par la suite reveles etre de faux posi- 
tifs. Le clone restant positif, appele A.D1, a ete purifie 
par quatre isolements successifs, suivis d'une hybrida- 
tion avec la sonde P3-adrenergique humaine. 

6) Analyse du clone positif : 

Pour identifier le clone contenant le gene p2- 
adrenergique canin en entier, c'est-a-dire I'ADNc corres- 
pondant a la region codante pour toute la proteine. l'ADN 
du phage tol a ete prepare. Get ADN a ete coupe ensuite 
par !• enzyme de restriction EcoRI afin de verifier la 
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taille de 1' insert. II y a en effet lieu de noter que 
deux fragments ont ete obtenus : un de 2 , 4 kb et un de 
0,25 kb, ce qui laisse supposer la presence d'un site 
EcoRI propre au gene P2-adrenergique canin, 1 car le site 
5 EcoRI est unique sur le vecteur I gt 11. 

7) Sous-clonage des fragments Eco&X dans un 
vecteur Ml 3 s 

Les fragments EcoRI du clone XD1 ont 6t6 sous- 
clon6 dans un bacteriophage M13 (M13 tg 131) appropri6 
10 pour faire le s6quen$age ; de cette mani&re, l'on obtient 
4 sous -clones : 

- un clone comportant 1' insert de 2,4 kb du 
brin sens, appel^ "H", 

- un clone comportant 1 ' insert de 2,4 kb du 
15 brin anti-sens, appele m T>3" t 

- un clone comportant 1 ' insert de 0,25 kb du 
n sens, appele * , 16#4* , # et 

- un clone comportant 1' insert de 0,25 kb du 
brin anti-sens, appele *16,2V 

20 8) Sequencpage du gene {$2-adirenergi<iue canin : 

Les 4 sous -clones ont et6 entierement sequen- 
ces A I'aide du kit Sequenase version 2.0 (Amersham- 
United States Biochemical rdf. 70770). La sequence a 6te 
r6alis6e en utilisant des amorces specif iques, qui s'hy- 

25 brident sur le brin sens (H et 16,4) ou sur le brin anti- 
sens (D3 et 16,2) . Ces amorces sont representees par les 
sequences suivantes : 

- amorces sens : SEQ ID N0:27->SEQ ID NO: 36 

- amorces sens : SEQ ID NO:37->SEQ ID NO: 46. 

30 Les resultats obtenus a partir de la sequence 

des fragments EcoRI. montrent la sequence nucleot idique 
du recepteur P2~adrenergique canin (1248 pb) et des 
regions non-codantes (168 pb en 5' et 1262 pb en 3') . 
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Les sites" de restriction uniques contenus dans 
le fragment de 2679 pb sont positionn^s sur les figures 
12 et 13. 

La comparaison des regions codantes des genes 
5 (j2-adrenergique canin et humain et des rongeurs (hamster, 
rat, souris) , indique une forte homologie (87%) (figure 
14) . 

La sequence fi2~adrenergique canine code pour 
une proteine de 415 acides auuin^s SEQ ID NO: 2 et porte 

10 les caractdristiques structurales des recepteurs p~ 
adrenergiques , notamment les sept regions hydrophobes qui 
correspondent probablement a des segments transmembra- 
naires. Dans la partie extracellulaire (el) on trouve 
deux sites de glycosylation (NRS et NGS) communs aux 

15 autres recepteurs £2 -adrenergiques ♦ 

La partie C- terminal e intracellulaire (i4) est 
^Lus conservee entre les recepteurs £2 -adrenergiques 
qu'entre les recepteurs 03 -adrenergiques. Toutefois, la 
sequence huiaaine revele une absence de 6 residus en posi- 

20 tion 360. Trois residus sont absents dans la sequence P2- 
adrenergique canin en position 391 comparee aux autres 
sequences P2 -adrenergiques . La figure 14 montre la compa- 
raison en acides amines des differents recepteurs P2~ 
adrenergiques . 

25 9) Verification de la presence du site EaoRX 

interne au gene : 

Pour verifier que les deux fragments EcoRI 
composent le gene p2-adrenergique canin, une amplifica- 
tion PGR a ete realised sur 1 1 ADN du phage X,D1 avec des 
30 amorces s'hybridant de part et d' autre du site EcoRI (SEQ 
ID NO:35 et SEQ ID NO:37). Un fragment de 720 pb a ainsi 
pu etre amplifie. Apres sous-clonage dans le vecteur M13 
tg 130 (clone n° 2) et sequengage de ce fragment, la cer- 
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titude que le site EcoRI se trouve en position 2427 sur 
la sequence a ete apportee* 

10) Preparation d'une sonde spepifique du gene 
P2-adr6nergique can-in: 1 
5 Le fragment EcoRI de 2427 pb du clone "H" a 

ete purifi6 et utilise comroe sonde. Ce fragment d * ADN a 
ete radiomarqu£, comme d6crit plus haut, par la m^thode 
du Random Priming. La sonde ainsi preparee a ete utilis6e 
dans des experiences d* hybridation d'ADN genomique 

10 {Southern Blot) , pour estimer sa specif icite vis-4-vis du 
g&ne 02-adrenergique. L'ADN genomique canin a 6te coupe 
par les enzymes de restriction suivantes : EcoRI, Hind 
III, Bam HI, Xba I. Apr£s separation des fragments dans 
un champ electrophor6tique sur gel d'agarose a 0,7 %, 

15 I'ADN a 6te transfer^ sur une membrane de nylon 
(Amersham, Hybond N+) . Cette membrane a 4t& hybrid6e avec 
1^ sonde EcoRI puis lavee & faible stringence et ensuite 
autoradiographic ♦ 

Les r£sultats indiquent, pour la coupure 

20 EcoRI, un fragment de 8 k 8,5 kb, pour la coupure BamHI 
un fragment d* environ 20 kb, pour la coupure JObaJ un 
fragment de 7,5 4 8 kb et pour la coupure Hind III un 
fragment de 4 kb. La presence d'une bande unique pour 
chaque coupure indique qu'il n'y a pas, dans le g6nome 

25 canin, d'autres sequences hauternent homologues au gene 
(32-adr6nergique . 

BaEearole 5 s. Coasfcnaefeioa d" tm vectetir pour I s expression 
du recepteur [}2-adr6nergique canin. 

La carte de restriction du g6ne (}2-adr6ner~ 
30 gique canin (figures 12 et 13) indique la presence d'un 
site de coupure par 1 ' enzyme JVae I, en position 154, soit 
15 pb en amont de la region codante du gene P2- 
— adrenergique canin. L'ADN du clone M13 -Ha ete dig6re 
avec les enzymes Nae I et EcoRI, pour liberer le fragment 
35 de 2273 pb contenant la region codante du gene p2- 
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adrenergique canin et une partie de la region 3' no 
traduite. Ce fragment d ' AbN a ete purifie, puis in ,.^ 
dans le vecteur d' expression pcDNA 3 f ifnvitrogene) aux 
sxtes de coupure Bam HI et EcoRI. comme Ues extremites 
5 Nae I d-une pare et Bam HI d'autre part, ne sont pas 
compatibles, les extremites Bam Hi du vecteur ont ete 
traitees avec le fragment Klenow de la polymerase I de 
facon a obtenir des bouts francs (Maniatis et al 
Molecular Cloning, 2eme edition, pages 5.40 a 5 4 3) L ' 
10 coupure N*e I genere des bouts francs et apres ligation, 
on a ainsi obtenu le plasmide recombinant pcDNA 3/ r p2- 
adrenergique canin (sous-clone 41). Le gene du recepteur 
p2-adrenergique canin se trouva alors sous dependance du 
promoteur fort CMV (cytomegalovirus), qui assure une sur 
15 expression du gene une fois introduit dans l es cellules 
de mammif&res. 

ftSfl«Blfi__£ : Etude de l'e*pr M «ion du receptee |J 2 canin 
dan* las cellules CHO-Id. 

Select i on c|e,s cw* ^mM f - ^H mfl r, r w 
0 receptor p? ffBT1 ln : 

Le plasmide P cDNA3/rp2 adrenergique canin a 
ete transfecte dans des cellules CHO-K1 comme decrit a 
1'exemple 3. Apres 3 semaines environ, 39 clones resis- 
tants a la geneticine ont ete selectionnes. 
! Ces clones ont ete testes pour leur capacite a 

Her le radioligand ICYP, suivant le protocole decrit a 
1'exemple 3. Ce test permet d'evaluer ie niveau 
d' expression des recepteurs a la membrane des cellules 
Quatre clones ont ete ainsi selectionnes pour l eur bon 
niveau d' expression des recepteurs a la membrane plasmi- 
que (le rapport de liaison specific^ sur la l iaiso n non 
specxfxque etait au moins superieur A3). Le sous-clonage 
de ces clones a ete entrepris afir. de selectionner une 
population homogene de cellules expriznant un taux eleve 
de recepteurs a la surface cellulaire. Sur ce critere 
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les experiences d' accumulation d'AMPc ont ec4 realises 
sur les sous-clones obtenus du clone 65. 

* Mesure de 1 * accumulahion ri'AMPr* r 
10 sous-clones du clone 65 ont 1 ete choisis 
5 pour la poursuite des etudes de f onctionnalite par la 
mesure de 1'activite de 1'adenylyl cyclase. 
L * accumulation d'AMPc a ete mesuree sur ces sous -clones 
et sur un clone stable CHO exprimant le r6cepteur 02 
humain comme contrdle positif. L' {-) -isoproterenol k la 

10 concentration de l(f 4 M (iso-4) a ete utilise. Cette expe- 
rience a ete r6alis6e en duplicats sur les 10 sous- 
clones. La figure 15 presente une experience typique r6a- 
lisee avec 2 sous-clones exprimant le r6cepteur P2 canin 
(CH0-K1 P2 canin 10 et CHO-K1 P2 canin 31) . L 'accumulation 

15 d'AMPc a et6 mesuree simultan6ment sur ces deux sous- 
clones et sur un clone stable CHO exprimant le r6cepteur 
pJ humain {CHO-P2 humain) comme contr61e positif. Les 
resultats montrent que dans ce type cellulaire, k savoir 
les cellules CHO-K1, lorsque le recepteur p2 canin est 

20 exprime k la membrane plasmique des cellules, il est peu 
ou pas couple k l'effecteur adenylyl cyclase. 
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LISTE DE SEjOnEHCEg 

(1) INFORMATIONS GENERATES: 

(i) DEPOSANT: 

(A> NOM: VET I GEN 

(B) RUE: 21 rue SEBASTIEN MERCIER 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 



(A) NOM: LENZEN Gerlinde 

(B) RUE: 55 RUE DES CEVENNES 
<C) VILLE : PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(A) NOM: PIETRI-ROUXEL France 

(B) RUE: 69 BOULEVARD BRUNE 

(C) VTLLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75014 



(A) NOM: DRUMARE Marie-Francoise 

(B) RUE: 87BIS BOULEVARD JEAN JAURES 

(C) VILLE: FRESNES 
(E) PAYS: FRANCE 

<F) CODE POSTAL: 94280 

^ (A) NOM: STROSBERG ARTHUR DONNY 

(B) RUE: 66 RUE DE JAVEL 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL; 75015 

(ii) TITRE DE L* INVENTION: SEQUENCES CODANT POUR LES RECEPTEURS 

BETA 2 ET BETA 3 ADRENERG I QUE S CANINS ET LEURS APPLICATIONS EN 
TANT QUE SONDES ET POUR L * EXPRESSION DE PEPTIDES . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 47 



<iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
<B> ORDINATEUR: IBM PC compatible 
(C> SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS -DOS 
(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE : FR 96 03730 

(B) DATE DE DEPOT: 26-MAR-1996 



<2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2679 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



WO 97/35973 PCT/FR97/00537 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GCACTCCGGG GCGGCTTCTC GGGGCGCAGG CTGTGGGGGC CGCGCGGGCG AGCGCAGAGC 60 

ACCCCGCGAG CTGGATGCGG CTTCCCGGCG CCCGCTCGCT GCCCGCGGCG CCGCCCCCGA 120 

GGTCCGCCCG CTGAGGCGCC CGTGCGCTCA CCTGCCGGCC CGCGCQCCAT GGGCCAGCCC 180 

GCGAACCGCA GCGTCTTCTT GCTCGCGCCC AACGGGAGCC ACGCGCCGGA CCAGGGAGAC 240 

TCGCAGGAGC GGAGCGAGGC GTGGGTGGTG GGCATGGGCA TCGTCATGTC GCTCATCGTC 300 

CTGGCCATCG TGTTCGGGAA CGTGCTGGTC ATCACGGCCA TCGCCAGGTT CGAGCGTCTG 360 

CAGACGGTCA CCAACTACTT CATCACCTCC CTGGCCTGTG CTGACCTGGT CATGGGCCTG 420 

GCGGTGGTGC CCTTTGGGGC CAGCCACATC CTCATGAAAA TOTCGACCTT CGGCAACTTC 480 

TGGTGTGAGT TTTGGACTTC CATTGACGTA TTGTGCGTCA CGGCCAGCAT CGAGACCCTG 540 

TGCGTGATCG CGGTGGACCG CTACTTTGCC ATCACCTCGC CCTTCAAGTA CCAGAGCCTG 600 

CTGACCAAGA ATAAGGCCCG GGTGGTCATT CTGATGGTGT GGATCGTGTC CGGCCTCACC 660 

TCCTTCTTGC CCATCCAGAT GCACTGGTAC CGGGCCACCC ACCAGGAAGC CATCAACTGC 720 

TACGCCAAGG AGACGTGCTG TGACTTCTTC ACGAACCAAG CCTATGCCAT TGCCTCCTCC 780 

ATCGTGTCCT TCTACCTACC CCTGGTGGTC ATGGTCTTCG TCTACTCCAG GGTCTTCCAG 840 

GT^CCCAGA GGCAGCTCCA GAAGATCGAC AGATCGGAGG GCCGCTTCCA TGCCCAAAAC 900 

CTCAGCCAAG TGGAGCAGGA TGGGCGGAGC GGGCACGGAC ATCGGAGGTC CTCCAAGTTC 960 

TGCTTGAAGG AACACAAGGC CCTCAAAACT CTGGGCATCA TCATGGGCAC TTTCACCCTG 1020 

TGCTGGCTGC CCTTCTTCAT CGTCAACATA GTGCATGTGA TCCAGGATAA CCTCATCCCT 1080 

AAGGAAGTTT ACATCCTCCT AAACTGGGTG GGCTACGTCA ACTCTGCTTT CAATCCCCTT 1140 

ATCTACTGCC GGAGCCCTGA CTTCAGGATT GCCTTCCAGG AGCTTCTGTG CCTGCGCAGG 1200 

TCTTCCCTGA AGGCCTATGG GAATGGCTAC TCCAACAACA GTAACAGCAG AAGCGACTAT 1260 

GCTGGGGAGC ACAGTGGATG TCACCTGGGG CAGGAGAAAG ACAGCGAACT GCTGTGTGAG 1320 

GACCCCCCAG GCACGGAAGA CCGTCAAGGT ACTGTGCCTA GCGATAGCGT TGATTCGCAG 1380 

GGGAGGAATT GTAGTACAAA CGACTCACTG CTGTAATGCA GCTTTTCTAC TTTTTATAAC 1440 

CCCCCTCCCC GCAACGAAAC ACT AT AC AG A CTATTTAACT TGAGTGTAAT AAATTTAGAA 1500 

TAAAATTGTA TAGAGATGTG CAGGAGGAGG GACGGCCTTC TGCCTTTTTT TTTTATTTTT 1560 

TTAAGCTGTA AAAAAAAGAG AAAGCATATT CGAGTGATTG TTTGTTGTAC AGTTCAGTTC 162 0 

CTTTTTTGCA TGGAACGTGT AAGTTTGTGT CTGAAGGGCT TTGGTCCCAG AGGACCTGGG 1680 

GCTGCTATGT TTTGATGACT TTTCCGTGGG ATCTACCTCA TTTGATCAAG TATTAGGGGT 174 0 

"AATATATATT GCTGCTGGTC ATCTGTATGT GAAGGAGTCT TTTCTTCCTG CACCCTTGCA 180 0 

CTGGAGGATC TTGAGTATCT CGGACCTTTC AGCTGTGAAC ACGGACTCTG CTGGCCCCTC 1860 

TTATTTGCTC AAACAGGGTG TTGTTGTAGG CAGGGATTTG AGGGGCAGCT TCAGTTGTGT 192 0 
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TCCTGAGCAA AGTCTAAAGT TTACAGTAAA TAAATTGTTT GACCATGACT TCATTGCACC 1980 

TGTTTCTCCA AAACCCCTTG ACTGGAGTGT GGTCGCCTCC CCCCACTGGA AACCGCAGGG 2040 

CTTTGCTGCC TCTTCTCACA TTCTCCTCCT GCTCTGGGCC CCACACCCAG AGGTGCGGGC 2100 

AGCTTCTCCA GCCAGTCTTC ACCCTCCTGG TGGCCTCACA QGATCTTGGA CTTGAAAGAG 2160 

CCCATAGAAA GCATTTGGCG TCCAAAGAGA CGAAAAATCT GTGAGGGGGA 'ATGACCTGCC 2220 

CAAGGTAAGA AGCCAAGGAT GTCAGAGACG GGGCTGCAGC CGTAGAACCC AGCTGTCAGC 2280 

TGTTATTCCT GGAACAGATG TCTTCCCTCC ACTGCATGGC CATTGACTTC TGTCCTCGCC 2340 

CTCCATGGTG GCAGCTTTCT TTCCCTGGGG CTGTCACAGA ACAAACTCAT GTCAGTGGGT 2400 

GTTACTGCTC TCAGGTCCTT AGCGCAGAAT TCAGGCAATG ACCAAATAAC CACAATAGGG 2460 

ATAAGAGAAA GAATTGTTCT TTTACTCAGC AAGAGTCTAC TAGGATATCC TCAGCGTTGG 2520 

GGAGGCGGGG GGACAGGGAG GAGCGGGGAA GAGATGCATG CTTCCTCGAC CCACCAGGAA 2580 

TTATAAGCCA CTCCGGGTAG AAATTTCAAG CA: AAAAAAA TGTAAACTTT TCTGTCACCG 2640 

TTGTAAGTCC TGTGGACAAT AAACGTGATT AACAACAAC 2679 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 415 acides amines 
M (B) TYPE: acide amine 

^ (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Gly Gin Pro Ala Asn Arg Ser Val Phe Leu Leu Ala Pro Asn Gly 
15 10 15 

Ser His Ala Pro Asp Gin Gly Asp Ser Gin Glu Arg Ser Glu Ala Trp 
20 25 30 

Val Val Gly Met Gly lie Val Met Ser Leu He Val Leu Ala He Val 
35 40 45 

Phe Gly Asn Val Leu Val He Thr Ala He Ala Arg Phe Glu Arg Leu 
50 55 60 

Gin Thr Val Thr Asn Tyr Phe He Thr Ser Leu Ala Cys Ala Asp Leu 
65 70 75 80 

Val Met Gly Leu Ala Val Val Pro Phe Gly Ala Ser His lie Leu Met 
85 90 95 

Lys Met Trp Thr Phe Gly Asn Phe Trp Cys Glu Phe Trp Thr Ser He 
100 105 110 

Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser He Glu Thr Leu Cys Val He Ala 
115 120 125 

Val Asp Arg Tyr Phe Ala He Thr Ser pro Phe Lys Tyr Gin Ser Leu 
130 135 140 
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Leu Thr Lys Asn Lys Altf Arg Val Val He Leu Wet Val Trp He Val 
145 150 155 160 

Ser Gly Leu Thr Ser Phe Leu Pro He Gin Met His Trp Tyr Arg Ala 
165 170 % s 175 

Thr His Gin Glu Ala lie Asn Cys Tyr Ala Lys Glu Thr Cys Cys Asp 
180 185 190 

Phe Phe Thr Asn Gin Ala Tyr Ala He Ala Ser Ser He Val Ser Phe 
195 200 205 

Tyr Leu Pro Leu Val Val Met Val Phe Val Tyr Ser Arg Val Phe Gin 
210 215 220 

Val Ala Gin Arg Gin Leu Gin Lys He Asp Arg Ser Glu Gly Arg Phe 
225 230 235 240 

His Ala Gin Asn Leu Ser Gin Val Glu Gin Asp Gly Arg Ser Gly His 
245 250 255 

Gly His Arg Arg Ser Ser Lys Phe Cys Leu Lys Glu His Lys Ala Leu 
260 265 270 

Lys Thr Leu Gly He He Met Gly Thr Phe Thr Leu Cys Trp Leu Pro 
275 280 285 

Phe Phe He Val Asn He Val His Val He Gin Asp Asn Leu He Pro 
290 295 300 

~2 Lys Glu Val Tyr He Leu Leu Asn Trp Val Gly Tyr Val Asn Ser Ala 
305 310 315 320 

Phe Asn Pro Leu He Tyr Cys Arg Ser Pro Asp Phe Arg He Ala Phe 
325 330 335 

Gin Glu Leu Leu Cys Leu Arg Arg Ser Ser Leu Lys Ala Tyr Gly Asn 
340 345 350 

Gly Tyr Ser Asn Asn Ser Asn Ser Arg Ser Asp Tyr Ala Gly Glu His 
355 360 365 

Ser Gly Cys His Leu Gly Gin Glu Lys Asp Ser Glu Leu Leu Cys Glu 
370 375 380 

Asp Pro Pro Gly Thr Glu Asp Arg Gin Gly Thr Val Pro Ser Asp Ser 
385 390 395 400 

Val Asp Ser Gin Gly Arg Asn Cys Ser Thr Asn Asp Ser Leu Leu 
405 410 415 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
IB) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : Simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(iil TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



{XX) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GGGCGGCAGT GGTCCTGGTG TGGGTCGTG 



29 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genoaique) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 
CAGGCCTTGA GTCTGAGAA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQOES DE LA SEQUENCE r 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5 
CCTGAAQGAC ACTCAG 

(2 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 
CTCAGGAAGA GAGAGACAAG AGG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 7 
ATTGACACTC ACAGTCCTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D> CONFIGURATION : lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique ) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 85' 

CGCCGCAGAG ACGTCTCC ; 18 

(2) INFORMATIONS POOR LA SEQ ID NO: 9: [ 

ii) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 pa ires de bases 
fB) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GGTAGAAGGA GACGGAGG 18 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
^ (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
CCCGGGCGCG CCGTTT 16 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 11: 
CCAGCGACGT CACGAA 16 
12) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

tC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 12: 
CAGCCCACTC GTGTTGGCGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GTGAAGGTGC CCACGATGA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

^jxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

CCGCCAACAC GAGTGGGCTG CC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: sinple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
CCTTGGCGCT GACGGG 16 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



19 



22 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CCTTCCGCTT CTGGT 



15 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ" ID NO: 17: 

<i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) ' , 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GGGCACCTTC ACTCTCTGCT GGTT 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GCTGGTTGCC CTTCTTCGTG 20 
(2qgpiFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19; 

<i) CARACTERISTI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

CCTCCCAGAT CTCTTGCC 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
(Bl TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GCGGAGTCCA GCCGGTGC 18 
"l2> INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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<D) CONFIGURATION:" lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE; ADN (genorruque) 

(XX) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21; ' 
AAGATATGTT ATCTCCAT ' 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTER I ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C} NOMBRE DE BRXNS: simple 
(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomigue) 

(XX) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
CCAGGACGGA AGCAAAGAGG 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRXNS: simple 
^ (DJ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
CCTCAGCAGC TGAAGTACC 19 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2649 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRXNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

CCCGGGAAGC GCTCCCACGC CCCGCTGGCC CCTTCCCTGA GCTGGGGGAA GGGACCCGTC 60 

CGGAAGGGAG ACCCCTCCTC CCTTCCCCTC CCGCCCCACT CGCGCCGCGG GGATGGCTCC 120 

GTGGCCTCAC GGGAACGGCT CTGTGGCCTC GTGGCCGGCT GCCCCCACCC CGACGCCCGA 180 

TGCCGCCAAC ACGAGTGGGC TGCCAGGGGC GCCCTGGGCG GTGGCCTTGG CGGGGGCGCT 240 

"GTTGGCGCTG GAQGTGCTGG CCACCGTGGG AGGCAACCTG CTGGTCATCG TGGCCATCGC 300 

TCGGACGCCA AGACTGCAGA CCATGACCAA CGTGTTCGTG ACGTCGCTGG CCACCGCGGA 360 

CCTGGTGGTG GGGCTCCTGG TAGTGCCGCC GGGGGCCACC TTGGCGCTGA CGGGCCGCTG 420 
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GCCTCTGGGC GCCACCGGTT GCGAGC?TGTG • GACCTCAGTG GACGTGCTGT GTGTGACAGC 480 

CAGCATCGAA ACCCTGTGCG CCCTGGCGGT GGACCGCTAC CTGGCCGTGA CCAACCCGCT 54 0 

GCGCTACGGC GCCCTGGTCA CCAAACGGCG CGCCCGGGCG GCAGTGGXCC TGGTGTGGGT 600 

CGTGTCCGCC GCGGTGTCGT TCGCGCCCAT CATGAGCAAG TGGTGGCGCG TGGGAGCCGA 660 

CGCCGAGGCG CAGCGCTGCC ACTCCAACCC GCACTGCTGC GCCTTCGCCT CCAACATACC 720' 

CTACGCGCTG CTCTCCTCCT CCGTCTCCTT CTACCTTCCG CTTCTGGTGA TGCTCTTCGT 780 

CTACGCGCGC GTTTTCCTCG TGGCTACGCG CCAACTGCGC CTGCTGCGCC GGGAGCTGGG 840 

CCGCTTCCCG CCCGCGGAGT CTCCGCCGGC CGCGTCTCGC TCCCGGTCCC CCGGCCCGGC 900 

CCGGCGGTGC GCTTCGCCCG CCGCGGTCCC CTCCGACCGC CTGCGGCCCG CGCGCCTCCT 960 

GCCTCTGCGG GAGCACCGGG CCCTGCGCAC CCTGGGCCTC ATCGTGGGCA CCTTCACTCT 1020 

CTGCTGGTTG CCCTTCTTCG TGGCCAACGT GATGCGCGCT CTCGGGGGGC CCTCTCTGGT 1080 

TCCCAGCCCG GCCCTCCTGG CCCTTAACTG GCTGGGCTAC GCCAACTCTG CCTTCAACCC 1140 

GCTCATCTAC TGCCGCAGCC CCGACTTCCG CAGCGCTTTC CGCOGCCTAC TGTGCCGCTG 1200 

CCGGCGGGAG GAGCACCGCG CCGCCGCCTC CCCGCCGGGC GACCCCTCGG CCGCCCCTGC 12 60 

GGCCCTGACC AGCCCCGCGG AGTCCAGCCG GTGCCAAGCG CTCGACGGGT GGGTAACTGA 1320 

GGdgAGGAGG CCGGCGGTTC AGGGTCAGAA GGCATTCGGA GTCTCTTTGG GCCATTTCTC 1380 

AGAGTTTGGG GTTCGGTAGG ATAAGGTGGG GTTGGAGACG TCTCTGCGGC GAAAGAAGGG 1440 

GGGACCTGGA GTAGGGAACC AACATGGAAG CCCGGACCCT TCCGTCTCCC GCGGCCGAGC 15 00 
ACCTGCCCCA GGACGGAAGC AAAGAjGGGCA GCAGATTGTT GTTCACCCCA GGACCTAGTG * 1560 

CGGTCCGGGG AATGCGGCTG TATCCTGAGC CGGCTCGGTC AGCTCCGCAT TTTCTAGCTG 1620 

AGTTCTTTGG CCTCCCAGAT CTCTTGCCAC CCCTTGGGCC GGCTTTGACT TQCAGGGAAG 1680 

ACGAGAGGCC TTCTCAGACT CAAGGCCTGA GCTCTGGTTT CTTTGAAAGG TGTGATAGCT 1740 

ACGGAGTGAT GGTGAGAATC CACTCGAGGT CTGAAGGATA AGCGGGAGTT GGGGAGGGGG 1800 

TGAGGACTGT GAGTGTCAAT TCTTCTCCTG GGTAGGAGCA GGCCCCGTTG GAGGTGGGGG 1860 

GTGGGTATTT TGTGGCTGGG TGGAGCCCGG ATGCTTCTCC GAGATTGTGG ACAAATGCTT 192 0 

CCCAGCGTCC CTGACCTTTG CTCCTTCCCT CTACTGGCCC TGTCTCCACC CTGTGCCCCT 1980 

CACCCCAAGA TATGTTATCT CCATTTTTCA GGGCTTCCTG GGGAATCTCX* TAGGTCCTGA 2040 

ACGACAAGAA ACAACTCTGT CAATCCAGAA CTTTTGGAAA GCCTCTCCTG GCCTCTGTTT 2100 

AGAATGGGCC CTGTGGAACT TCCCAGCTGG AAATCTCTGA CCTCCAGAAA CTGATGACTT 2160 

GGCCTTGGGG TGGGGAGGCG GAGGTTGGGA GGGGCAACCC TTACCAAGTG AGTTTTCACC 2220 

ATCCTCTTGT CTCTCTCTTC CTGAGAAGAG TTTTCTAAAC CCCACCCCTG AATTTTACCA 2280 

CTACCTCAGC AGCTGAAGTA CCCAGCAGCC TGCTCTCAGC TGCCCTCGGA GTCCCCATTA 2340 

GCTTTGGTGG CCCACCTGTC ACCTTGCTCA CTTCTGTGCT GCGTGCTTAG GGCAAAGAGG 2400 
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TCTCTCCTCC TTCTATTCTT TCTGCTGCCT" GTGGACCTGA TGGACCACTG AGTGTCCTTC 24 60 

AGGCTCGGTG GGCAAGGCTG GGAGCAGAAA GCTATAAAAG GTCCGGGTTT GGGGTTCTGT 2520 

CCCTGACTCC ATCACTACAG ATTCCTAAGC ACCAGCCTTC CCCCCTTTG6 ATACAGGACA 2580 

GCTCTGATCT ACCTCACAGC AGTGTCAGGA GGACTTCTCC AGGGTTTGAG GAGGGTGGAG 2640 

GGTGAATTC 2649 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) C ARACTERI STI QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 405 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : siniple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : proteine 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 

Met Ala Pro Trp Pro His Gly Asn Gly Ser Val Ala Ser Trp Pro Ala 
15 10 15 

Ala Pro Thr Pro Thr Pro Asp Ala Ala Asn Thr Ser Gly Leu Pro Gly 
20 25 30 

jjAla Pro Trp Ala Val Ala Leu Ala Gly Ala Leu Leu Ala Leu Glu Val 
t 35 40 45 

Leu Ala Thr Val Gly Gly Asn Leu Leu Val He Val Ala He Ala Arg 
50 55 60 

Thr Pro Arg Leu Gin Thr Met Thr Asn Val Phe Val Thr Ser Leu Ala 
65 70 75 80 

Thr Ala Asp Leu Val Val Gly Leu Leu Val Val Pro Pro Gly Ala Thr 
85 90 95 

Leu Ala Leu Thr Gly Arg Trp Pro Leu Gly Ala Thr Gly Cys Glu Leu 
100 105 110 

Trp Thr Ser Val Asp Val Leu Cys Val Thr Ala Ser lie Glu Thr Leu 
115 120 125 

Cys Ala Leu Ala Val Asp Arg Tyr Leu Ala Val Thr Asn Pro Leu Arg 
130 135 140 

Tyr Gly Ala Leu Val Thr Lys Arg Arg Ala Arg Ala Ala Val Val Leu 
145 150 155 160 

Val Trp Val Val Ser Ala Ala Val Ser Phe Ala Pro He Met Ser Lys 
165 170 175 

Trp Trp Arg Val Gly Ala Asp Ala Glu Ala Gin Arg Cys His Ser Ash 
180 185 190 

Pro His Cys Cys Ala Phe Ala Ser Asn He Pro Tyr Ala Leu Leu Ser 
195 200 205 

Ser Ser Val Ser Phe Tyr Leu Pro Leu Leu Val Met Leu Phe Val Tyr 
210 215 220 
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Ala Arg Val Phe Leu Val" Ala Thr Arg Gin Leu Arg Leu Leu Arg Arg 
225 230 . 235 240 

Glu Leu Gly Arg Phe Pro Pro Ala Glu Ser Pro Pro Ala Ala Ser Arg 
245 250 ; < 255 

Ser Arg Ser Pro Gly Pro Ala Arg Arg Cys Ala Ser Pro Ala Ala Val 
260 265 " 270 

Pro Ser Asp Arg Leu Arg Pro Ala Arg Leu Leu Pro Leu Arg Glu His 
275 280 285 

Arg Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu lie Val Gly Thr Phe Thr Leu Cys 
290 295 300 

Trp Leu Pro Phe Phe Val Ala Asn Val Met Arg Ala Leu Gly Gly Pro 
305 310 315 320 

Ser Leu Val Pro Ser Pro Ala Leu Leu Ala Leu Asn Trp Leu Gly Tyr 
325 330 335 

Ala Asn Ser Ala Phe Asn Pro Leu lie Tyr Cys Arg Ser Pro Asp Phe 
340 345 350 

Arg Ser Ala Phe Arg Arg Leu Leu Cys Arg Cys Arg Arg Glu Glu His 
355 360 365 

Arg Ala Ala Ala Ser Pro Pro Gly Asp Pro ser Ala Ala Pro Ala Ala 
370 375 380 

Jg Leu Thr Ser Pro Ala Glu Ser Ser Arg Cys Gin Ala Leu Asp Gly Ala 
385 390 395 400 

Ser Trp Gly He Ser 
405 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRlNS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genoxnique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 

ATGGCTCCGT GGCCTCAC 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
<A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 27; 
CCGAC^GTCCG CCCGCTGAGGf 20 

■6* " 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ" ID NO: 28: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 28: 
TCGAGACGGT CACCAACTAC TTCA 24 
(2) INFORMATICS POUR LA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29: 
GTGCGTCACG GCCAGCATC 19 



(i) CARACTERI STIQ UES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CTACGCCAAG GAGACGTG 18 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

U) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31: 
CCAGAAGATC GACAGATC 18 
"(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS; simple 




ORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii> TYPE DE MOLECULE: ADNc pour AR>Jm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32*: 
GGATAACCTC ATCCCTA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRXNS : simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARKzn 



(xi) DESCRIPTION BE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 
GGGGAGCACA GTGGATGT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

_^ (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

£ (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNfen 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 
CACTATACAG ACTA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE * 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNr 



(Xi) DESCRIPTION DE LA' SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 
CTGTATGTGA AGGAGTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc pour ARJta 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
CTAGGATATC CTCAGCG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 

(i) C ARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 pa ires de bases 

(B) TYPE; nucleotide 

(C) N OMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNra 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37: 
AACGCTGAGG ATATCCTAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

fC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNra 



^Jjci) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38; 
GGACGCCAAA TGCTTCTATG 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNnt 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
GGTGCAATGA AGTCATGGT 19 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS; simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
GTCCGTGTTC ACAGCTG 



17 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SZQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
CAAACTTACA CGTTCCATGC 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 42: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C> NOMBRE DE BRINS; simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
CACTCAAGTT AAATAG 

(SjgtNFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 43: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 43; 
CTGTTGTTGG AGTAGCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 44: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 44: 
GAGTAGACGA AGACCATG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE ■ 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
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(D) CONFIGURATION f lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 45 r 
CACCGGATCA CGCACAGGG 19 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 46: 

(i) CARACTERI STI QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARMrn 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 46: 
AACCTGGCGA TGGCCG 16 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 47: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

M (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

^ (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 47: 
GCAGTAGATG AGCGGGTTGA AGGCA 
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1°) Sequences nucleotidiques isolees, carac- 
terisees en ce qu'elles correspondent, a une sequence 
d'ADN codant pour un recepteur P-adrenergique canin 
i selectionne dans le groupe constitue par l'ADNc codant- 
pour le recepteur p2-adrenergique canin , de sequence SEQ 
ID NO:l et par I'ADN codant pour le recepteur 03- 
adrenergique canin, de sequence SEQ ID NO: 24. 

2°) Sondes nucleotidiques, caracterisees en ce 
qu'elles sont constitutes par une sequence nucleotidique 
selon la revendication 1 ou un fragment de celle-ci, mar- 
quee a l'aide d'un marqueur tel qu'un isotope radioactif, 
une enzyme appropriee ou un fluorochrome. 

3°) Proteine, caracterisee en ce qu'elle est 
codee par une sequence nucleotidique selon la revendica- 
tion 1 et est selectionnee dans le groupe constitue par 
•fa SEQ ID NO: 2 (recepteur RA-Ca02) et la SEQ ID NO: 25 
(RA-Cap3) . 

4°) Proteine selon la revendication 3, carac- 
terisee en ce qu'elle correspond a un recepteur 03- 
adrenergique canin et en ce qu'elle presente les activi- 
tes pharmacologiques d'un recepteur p3 lorsqu'elle est 

exprimee de fa C on trans itoire dans les cellules de singe 
COS-1. 

5°) Fragments des proteines selon la revendi- 
cation 3, d'au moins 6 aroinoacides, caracterises en ce 
qu'ils correspondent a un epitope apte a produire des 
anticorps dans des conditions convenables. 

6°) Anticorps diriges specif iquement contre le 
recepteur p3-adrenergique canin ou l'un de ses epitopes 
selon l'une quelconque des revendications 3 a 5, caracte- 
rises en ce qu'ils ne reconnaissent que ledit recepteur 
P3-adrenergique canin ou l'un de ses epitopes et ne 
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reconnaissent ni les recepteurs pi-, ni les recepteurs p2- 
adrenergiques canins . 

7°) Vecteur recombinant de ' clonage et/ou 
d' expression, caract6ris6 en ce qu'il comprend une 
5 sequence nucl^otidique selon la revendicatibn i. 

8°) Vecteur selon la revendication 7, caracte- 
ris6 en ce qu'il est constitu6 par un vecteur recombinant 
appropri^, comprenant en particulier une origine de 
replication dans un micro-organisme h6te convenable, 

10 notamment une bact^rie ou une cellule eucaryote, a>u moins 
un g&ne dont 1' expression permet la selection soit des 
bact6ries, soit des cellules eucaryotes ayant recues 
ledit vecteur, une sequence r^gulatrice appropri£e ( 
notamment un promoteur permettant 1' expression des g6nes 

15 dans lesdites bacteries ou cellules eucaryotes, et dans 
lequel vecteur est inser£e une sequence nucl^otidique ou 
Cgt fragment de sequence selon la revendication 1, leguel 
vecteur est un vecteur d' expression d'un r^cepteur P2- ou 
(J3- adr^nergique canin, 

20 9°) Vecteur selon la revendication 8, caraict£- 

ris6 en ce que ledit vecteur est constitue d'un plasmide 
recombinant d' expression dans lequel est inseree, au 
niveau d'un lieur multisite, la sequence codant pour le 
r^cepteur ($2- ou le r^cepteur P3-adrenergique canin. 

25 10°) Vecteur selon la revendication 9, carac- 

terise en ce qu'il comporte la sequence codant pour le 
r6cepteur {53-adrenergique canin et en ce qu'il a et£ 
depose aupres de la Collection Nationale de Cultures de 
Micro -organismes (CNCM) tenue par I'INSTITUT PASTEUR, en 

30 date du 9 fevrier 1996 sous le n° 1-1672. 

11°) Cellule hote appropriee, obtenue par 
transformation genet ique, caracteris6e en ce qu'elle est 
transforms par un plasmide recombinant d' expression 
selon 1'une quelconque des revendications 7 a 10, 
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12°) Cellule h6te selon la revendication n, 
caracterisee en ce qu'elle est notanunent constitute par 
les cellules CH0-K1 ec les cellules COS-}.* 

13°) Cellule hote selon la. revindication H, 
5 caracterisee en ce qu'elle est no tamment constitute par 
une bact^rie, notamment Escherichia coli. 

14°) Procede de criblage differentiel pour 
l'6tude de 1'a'f finite en liaison de substances et la 
selection et 1' identification de substances capables de 
iO se comporter comme ligand specif ique vis-A-vis d'un 
recepteur ($3 -adrenergique canin selon la revendication 3 
ou la revendication 4, lequel procede comprend : 

- la raise en contact de ladite substance avec 
une cellule h6te prealablement transform^ par un plas- 

15 mide recombinant d* expression selon 1'une quelconque des 
revendications 7 k 10, laquelle cellule hote exprime 
l^dit recepteur adrenergicjue 03 canin, le cas 6ch£ant 
apr^s induction physique ou chimique appropri€e, et 
laquelle mise en contact est real i see dans des conditions 

20 permettant la formation d'une liaison entre l'un au nioins 
des sites specifiques et ladite substance s'il y a lieu, 

- la mise en contact de ladite substance avec 
une cellule hSte prealablement transfonuee par un plas- 
mide recombinant d' expression du recepteur (32- 

25 adrenergique canin, et 

- la detection de la formation eventuelle d'un 
complex© du type ligand-proteine . 

15°) Procede pour 1' etude de 1'efficacite et 
de 1'activite d'une substance ayant une activite soit 
30 agoniste, soit antagoniste, vis-4-vis du recepteur 6tu- 
die, lequel procede comprend ; 

- la transformation d'une cellule hote appro- 
priee par un plasmide recombinant d' expression selon 
l'une quelconque des revendications 7 & 10 exprimant le 

35 recepteur p3 -adrenergique canin ; 
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- la culture* de la cellule hote transformee, 
dans des conditions permettant 1' expression du recepteur 
P3 cod£ par la sequence nucleotidique , et- ie transf ert du 
recepteur (J3 exprime vers la membrane de. ladite cellule, 

5 de sorte que les sequences transmembranaires du recepteur 
p3 soient expos^es a la surface de la cellule hote trans- 
form£e ; 

- la mise en contact de ladite cellule hdte 
transform6e avec ladite substance ; et 

10 - la mesure de 1 'accumulation du second messa- 

ger AMPc, induite par la liaison de ladite substance sur 
son recepteur et la stimulation de 1'effecteur adenylyl 
cyclase par 1' interm6diaire d'une proteine G. 

16°) Kit pour la detection de 1 'affinity de 

15 liaison eventuelle d'un ligand pour un recepteur selon la 
revendication 3 ou la revendication 4 et/ou pour la 
ejection de 1' activity dudit ligand vis-a-vis dudit 
recepteur, lequel kit comprend : 

- une culture de cellules hStes transformees 
20 pax un plasmide recombinant d' expression selon. T'une 

quelconque des revendications 7 a 10 ; 

- eventuellement, si necessaire, des moyens 
physiques ou chimiques pour induire 1 'expression d'un 
recepteur p3 canin code par une sequence nucleotidique 

25 selon la revendication 1, contenue dans un plasmide 
recombinant dont le promoteur est inductible ; 

- un ou plusieurs ligands temoins ayant des 
af finites determinees pour ledit recepteur p3 ; 

1'af finite de ladite substance pour le 
30 recepteur est mesuree par competition de la liaison du 
radioligand par des concentrations croissantes de ladite 
substance ; et 

- des moyens physiques ou chimiques pour la 
caracterisation de I'activite biologique du recepteur [53 

35 exprime . 
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17°) Reactif, caracterise en ce qu'il est 
selectiorme dans le groupe constitue par les sequences 
selon rune quelconque des revendi cat ions 1 a 6 f les 
sequences SEQ ID NO: 3 -23 et les sequences SEQ ID NO: 27- 
5 46. ' 
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sequence 2 6*; 3 b.p. CCCGCGAAOCCC ... GAaCGTGAATTX: linear 
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Accumulation d'AMPc 
sur cellules CHO-Kl fi3 humain et CHO-Kl A3 cani 
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BETA 2 CANIN COM P LET S -> Unique Sites 

CNA se^u«r.ce 2579 b,p. CCnCTCCGGGGC ... A7TAACAAGAAC 
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Accumulation d'AMFc sur cellules CHO £2humain et CHOK1 Q2 canin 
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